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RESUMO

Curativos contendo polimeros naturais, como a quitosana, estdo sendo amplamente
aplicados na cicatrizagao de feridas cutaneas. Além de suas vantagens bioldgicas e
estruturais, esse polimero permite a incorporagao de compostos ativos propiciando
uma nova abordagem para o reparo das feridas. As folhas de café sdo consideradas
subprodutos da industria cafeeira, as quais sdo geradas em quantidades significativas
e possuem inumeros compostos bioativos com beneficios a saude, como
propriedades antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatéria. Desse modo, o objetivo
do presente trabalho foi desenvolver filmes de quitosana adicionados com diferentes
concentracdes de extrato de folhas de C. arabica L., na perspectiva de se combinar
as atividades bioldgicas do extrato e da quitosana, bem como melhorar propriedades
fisico-quimicas do filme. As folhas foram pulverizadas e submetidas a extracao
assistida por ultrassom em uma solugcdo hidroalcodlica de 70%. O acido 5-
cafeoilquinico (5-ACQ) e a mangiferina foram identificados e quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como foram determinadas as atividades
antioxidante, antimicrobiana e citotoxicidade in vitro do extrato. Os filmes foram
preparados pelo método de evaporagao do solvente, com concentracdo de quitosana
igual a 2% (p/v), na auséncia (controle) e na presenca de diferentes concentragoes do
extrato hidroalcéolico de folhas de C. arabica L.(125 mg/cm?®- Q-EFC1; 250 mg/cm3 -
Q-EFC2 e 500 mg/cm3- Q-EFC3). As solugdes precursoras foram caracterizadas por
potencial zeta, espalhamento de luz dindmico e medidas reoldgicas, no intuito de se
avaliar a existéncia de interacdes entre os componentes do extrato e a quitosana,
ainda na fase liquida. Apds a confeccao dos filmes, parametros fisico-quimicos como
espessura, peso médio, parametros Opticos, teor de umidade, grau de
intumescimento, solubilidade e liberacéo in vitro foram determinados. Além disso, os
mesmos foram caracterizados por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, analises térmicas (TGA e DTA) e por analises dindmico mecanicas
(DMA) nos modos axial e rotacional, no intuito de se avaliar a existéncia de interagdes
no estado solido, bem como as propriedades térmicas e mecanicas dos filmes.
Finalmente, a citotoxicidade e as atividades antimicrobiana e cicatrizante in vitro foram
avaliadas. O extrato obteve um IC50 no ensaio do DPPH+de 13,5 + 1,1 ug/mL, o poder
de reducao do fosfomolibdénio foi de 17,1 + 0,6 de AAR% a quercetina e 54,8 + 1,9

de AAR% a rutina e a porcentagem de inibicado da peroxidacgéo lipidica foi de 53,3



2,9%. Os teores de 5-ACQ e mangiferina no extrato foram iguais a 2,1 £ 0,1 g/100g
e 1,9 £ 0,3 g/100g, respectivamente. Os filmes de quitosana incorporados com
extratos de folhas de café apresentaram uniformidade em relagcdo ao peso e
espessura. Eles também apresentaram resultados de teor de umidade,
intumescimento e solubilidade favoraveis para aplicagao em feridas cutédneas, bem
como boa resisténcia térmica acima da temperatura corpdrea, contudo baixa
resisténcia mecanica. Por meio da analise de FTIR foi possivel indentificar os grupos
funcionais da quitosana e do extrato, bem como intera¢des intermoleculares entre os
compostos. Com relagdo aos ensaios bioldgicos, todos os filmes demonstraram
atividade antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis e ndo demonstram citotoxicidade frente a linhagem celular L929. Além
disso, os filmes Q-EFC1 e Q-EFC2 promoveram migragao celular promissora no
ensaio de cicatrizagao in vitro. Conclui-se que os filmes acrescidos de extratos das
folnas de C. arabica L. apresentaram propriedades fisico-quimicas e bioldgicas

satisfatorias e promissoras para aplicacao no tratamento de feridas cutaneas.

Palavras-chave: Polimero. Coffea. Antimicrobiana. Ferida. Cicatrizag&o.



ABSTRACT

Wound dressings containing natural polymers such as chitosan are applied to wound
healing. In addition to its biological and structural advantages, this polymer allows the
incorporation of bioactive compounds, potentiating a new approach to wound repair.
Coffee leaves are considered by-products of the coffee industry, generated in
significant amounts, and have numerous bioactive compounds with health benefits,
such as antioxidant, antibacterial, and anti-inflammatory properties. In this way, the
objective of the present study was to develop chitosan films incorporated with different
concentrations of C. arabica L. leaf extract, with the perspective of combining the
biological activities of the extract and chitosan, as well as improving the
physicochemical properties of the film. The leaves were pulverized and subjected to
ultrasound-assisted extraction in a 70% hydroalcoholic solution. 5-caffeoylquinic acid
(5-CQA) and mangiferin were identified and quantified by high-performance liquid
chromatography. Also, the extract's antioxidant activity, cytotoxicity, and antimicrobial
activities were evaluated. The films were prepared by the solvent casting method, with
2% (w/v) of chitosan, in the absence (control) and the presence of different
concentrations of hydroalcoholic extract of leaves of C. arabica L. (125 mg/cm?® - Q-
EFC1; 250 mg/cm® - Q-EFC2 e 500 mg/cm?®* Q-EFC3). The precursor solutions were
characterized by zeta potential, dynamic light scattering, and rheological
measurements to evaluate the existence of interactions between the extract
components with chitosan, still in the liquid phase. After making the films,
physicochemical parameters such as thickness, average weight, optical parameters,
moisture content, degree of swelling, solubility, and in vitro release were determined.
Furthermore, the films were characterized by vibrational spectroscopy in the infrared
region, thermal analysis (TGA and DTA), and dynamic mechanical analysis (DMA) in
axial and rotational modes to evaluate the existence of solid-state interactions as well
as the thermal and mechanical properties of the films. Finally, the cytotoxicity,
antimicrobial and healing activities in vitro were evaluated. The extract obtained an
IC50 in the DPPHe assay of 13.52 + 1.12 pg/mL, the reducing power of
phosphomolybdenum was 17.08 + 0.63 of AAR% to quercetin and 54.76 + 1.91 of
AAR% to rutin, and the percentage of inhibition of lipid peroxidation was 53.29 + 2.98
%. The coffee leaf extract content was 2.05 £ 0.11 g/100g of 5-ACQ and 1.87 + 0.30



g/100g of mangiferin. The chitosan films incorporated with coffee leaf extracts showed
uniformity concerning weight and thickness. They also showed high moisture content,
swelling, and solubilities favorable for the maintenance of skin wounds and good
thermal resistance above body temperature but low mechanical resistance. Through
the FTIR analysis, it was possible to verify the functional groups of chitosan and the
extract and intermolecular interactions between the compounds. Regarding the
biological assays, all flms demonstrated antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus and Staphylococcus epidermidis and the absence of cytotoxicity in L929 cell
line. Also, Q-EFC1 and Q-EFC2 films promoted promising cell migration in the in
vitro healing assay. We concluded that the films added with extracts from the leaves
of C. arabica L. showed satisfactory and promising physicochemical and biological

properties for application in the treatment of skin wounds.

Keywords: Polymer. Coffee. Antimicrobial. Wound. Healing.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: As fases do processo de CiCatriZagao ...........coeeuvuuuiiiiieeeeiieeiiccee e, 22

Figura 2: Representacédo do processo de desacetilagdo de quitina e formagao da

[0 1B (01 = o = PSR 26
Figura 3: Representacao das folhas de C. arabica L..........cccccoovveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceeeees 30
Figura 4: Estrutura quimica do acido 5-cafeoilquinico................ccoovviiiiiiiiiiiii e, 33
Figura 5: Estrutura quimica basica dos flavonoides. ............ccccoooeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 34
Figura 6: Estrutura quimica da mangiferina..................eeeveeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 35
Figura 7: Estrutura quimica da cafeina................ueeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 36
Figura 8: Estrutura quimica da trigonelina.............ccccooiiiiiiiii e, 37
Figura 9: Estruturas quimicas do Kahweol e cafestol............ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 37
Figura 10: Representacdo esquematica do desenvolvimento dos filmes. ................. 49
Figura 11: Representagcdo esquematica do ensaio de citotoxicidade in vitro ............ 56

Figura 12: Representacéo esquematica do ensaio de halo de inibigdo microbiana ..57

Figura 13: Representagcédo esquematica do ensaio de cicatrizagao in vitro ............... 58
Figura 14: Processo de obtengao do material vegetal.............cccooooiiiiiiiiinnn, 59
Figura 15: Processo de obtencgao do extrato de folhas de C. arabica........................ 59

Figura 16: Cromatograma dos padrdes 5-ACQ e mangiferina (A) e extrato das folhas
de C. @rabiCa L (B). ....ccooeeeeeeee et 61
Figura 17: Porcentagem de inibigao da lipoperoxidacéo das concentragdes de 38,5 a

1,2 ug/mL do extrato hidroalcoodlico das folhas de C. arabica L. e do controle positivo

Figura 18: Perfil de decaimento da absorbancia do -caroteno (Curva de oxidagéo)
nas concentragdes de 38,5 a 1,2 yg/mL para o extrato das folhas de C. arabica L.,
controle positivo rutina e controle negativo contendo a emulsdo e o metanol. 65
Figura 19: Avaliacao da citotoxicidade do extrato de folhas de C. arabica L. frente a
linhagem celular L929 apds 24h e 48h de eXpoOSICAO0.........ceevvevieiiiiiiiiiiieeeeeie e, 67
Figura 20: Valores de condutividade elétrica para as amostras precursoras, a 25 °C,
nas concentracdes de 6,62 mg/mL, 13,25 mg/mL e 26,5 mg/mL de extrato de folhas
de C. @rabiCa L. .......cooo i e 73
Figura 21: Valores de Potencial Zeta para as amostras precursoras, a 25 °C, nas
concentracgdes de 6,62 mg/mL, 13,25 mg/mL e 26,5 mg/mL de extrato de folhas de C.
2 1= o) (o 1N AP 74



Figura 22: Valores de didmetro hidrodinamico para as amostras precursoras, a 25 °C,

nas concentragdes de 6,62 mg/mL, 13,25 mg/mL e 26,5 mg/mL de extrato de folhas

de C. @rabiCa L. ......ccooo e 75
Figura 23: Curva de fluxo e viscosidade das solugdes precursoras dos filmes, de 1 a
BOO0 ST, @ 8 25 OC. oo oo ——— 76
Figura 24: Curva de temperatura das solu¢des precursoras dos filmes, de 5 a 80 °C,
ab S-1 .................................................................................................................................................................................. 76
Figura 25: Filmes desenvolvidos apds o processo de secagem em estufas. ............ 78
Figura 26: Parametro macroscopico da coloragao dos filmes desenvolvidos. 80
Figura 27: Opacidade dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, QEFC2 e Q-EFC3 no

comprimento de onda de B00NM ........oooiiiiiiie e 82
Figura 28: Porcentagem de umidade nos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2........... 83

Figura 29: Porcentagem de intumescimento dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC285
Figura 30: Porcentagem de solubilizagéo dos filmes Q-SEFC, QEFC1, Q-EFC2.....86

Figura 31: Analise térmica do p6 de quitosana e filme Q-SEFC..................ooooiieeees 87
Figura 32: Analise térmica do extrato de folhas de C. arabica L. e dos filmes Q-SEFC,
Q-EFC1, Q-EFC2 € Q-EFC3 ... e 88
Figura 33: Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). ......... 90

Figura 34: Espectros de infravermelho em conjunto dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-

EFC2, Q-EFC3, quitosana em po e extrato de folhas de C. arabica L. ..................... 91
Figura 35: Analise reoldgica de ruptura axial dos filmes. ...........ccccviiviiiiiiiiiieeieeeenn, 93
Figura 36: Analise reoldgica de ruptura rotacional dos filmes. ...........cccccvvvviiiiiiennne. 93

Figura 37: Cromatogramas referentes a quantificacdo de 5-ACQ e mangiferina no
ensaio de lIDeragao iN VItFO. .......cooo i 95
Figura 38: Avaliacdo da citotoxicidade dos filmes desenvolvidos frente a linhagem
celular L929 apds 24h e 48h de €XPOSICAO .....cceeevveieiiiiiiiee e 96
Figura 39: Imagens dos halos de inibicdo para as linhagens de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.................c..uuenn... 99

Figura 40: Imagens de migrac&o de células L929 no tempo 0 e apds 24h de tratamento

com o controle (DMEM) e os filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3........... 102
Figura 41: Imagens de migracao de células L929 no tempo 0 e apos 48h de tratamento
com o controle (DMEM) e os filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3 103

Figura 42: Porcentagem de fechamento da area da ranhura em linhagem celular L929
apos 24 e 48h de exposigao aos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3.....104



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Concentrag&o dos constituintes das formulagdes nos filmes............... 50

Tabela 2: Avaliagao da atividade antioxidante de extrato hidroalcodlico das folhas
de C. arabica L. frente aos métodos de DPPH, redugdo do complexo
fosfomolibdénio e inibigdo do sistema B-caroteno/acido linoleico......................... 64
Tabela 3: Valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) do extrato das folhas
de C. arabica L., ciprofloxacino, mangiferina € 5-ACQ..........cccccceeeurunnnnnnrnnnnnnnnns 68

Tabela 4: Concentragao bactericida minima (CBM) do extrato das folhas de C.
arabica L., ciprofloxacino, mangiferina € 5-ACQ ..o 70
Tabela 5: Viscosidade e curva de fluxo das soluc¢des precursoras dos filmes....... 77
Tabeca 6: Peso médio e espessura dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-

Tabela 7: Analise colorimétrica dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3.81
Tabela 8: Valores dos halos de inibicao dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1; Q-EFC2 e Q-



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-ACQ-  Acido 5-cafeoilquinico

AAR% Atividade antioxidante relativa

Abs Absorbancia

ACQ- Acido cafeoilquinico

ATCC American Type Culture Collection
CBM Concentragao bactericida minima
CEP- Cddigo de Enderegcamento Postal

CIM Concentragao inibitéria minima

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

COX 2- Ciclo-oxigenase 2

COz2 Gas carbbnico
diACQ-  Acido dicafeoilquinico
DLS Espalhamento de Luz Dinédmico

DMEM Eagle modificado por Dulbecco
DMSO Dimetilsulfoxido
DPPH-e- 2,2-difenil-1-picrilhidrazila

EAG Equivalente de acido galico

EAT Equivalente de acido tanico

ERO- Espécies reativas de oxigénio

FT-IR Infravermelho com transformada de Fourier

H1N1 Influenza A subtipo H1N1

HIV- Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

KCI Cloreto de potassio

MH Mueller Hilton

MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium]}
NaCl Cloreto de sédio

NaHCOs Bicarbonato de sédio

NaH2POs4 Fosfato monossodico

PZ Potencial Zeta

TGA Termogravimetria

TGF-B- Fator de crescimento de transformacao beta



SUMARIO

I N 1120 11 031 o 19
2.REVISAO DA LITERATURA .......cucieerceeeercree e sesaeses e sae e saesas e saesas e ssesassesassssnens 21
2.1 ASPECTOS GERAIS DA CICATRIZACAO ..o, 21
2.2 CURATIVOS ...ttt ettt et e et e e et e e e st e e e enae e e anseeeennneas 24
R I T o T-7 T T T 25

2.3 PRODUTOS NATURAIS NO PROCESSO DE CICATRIZACAO DE FERIDAS .28

2.3.1 Coffea arabica L............ccoooviiiiiiiiriiii s 29
2.3.2. Processamento dos frutos do cafeeiro ..........ccccoeeivvemmnniiinicccceeennncn, 29
2.3.3 Bioativos presentes na folha de café ..........oooeeemmcciiiiiisseccc s 32
2.3.3.1 COMPOSIOS FENOIICOS ...ttt e e e aeeaaians 32
2.3.3.2 AlCAIOIAES ...t 35
DG TG G N =T o= o o X S 37
B A A o To 1 1= T 0 (o 1 38
2.3.3.5 FItOGSIEIOIS ... ettt e e 38
2.3.3.6 MINEIAIS ...ttt ettt 38
3. OBUETIVOS....... e sree s s s sms s sme e s an s s e e s s s e me e s e e s s ane s snmnenan 40
3.1 OBUETIVO GERAL ...ttt et 40
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 40
4. MATERIAL E METODOS ......cccoiiueceeeeecetsesessesesassessssssessssessssssessssesssssnsssssesssasnes 41
4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS
FOLHAS DE CAFE ...ttt 41
4.1.1 Obtengao do material botanico...........ccceiieeeeccciiii s 41
4.1.2 Preparo do extrato..........ccoimmmmmmeniiiiiiiirrrric s 41
4.1.3 Caracterizagao quimica do extrato .........ccccceeeeiiiiiiiiii e 42
4.1.3.1 Determinagcdo de compostos feNOlICOS................couuueeeieeeeiieeeiiiiieeeeeaaaeeeaia, 42

4.1.3.2 Identificagdo e determinagéo dos teores de 5-ACQ e mangiferina................ 42



4.1.4 Avaliagao de atividades biolégicas do extrato .........cccceeemeeccciiiiiirireccennnnnnn, 43

4.1.4.1 Determinagéo da atividade antioxidante do extrato das folhas de C. arabica L.

4.1.4.2 Determinagéo da citotoxicidade do extrato das folhas de C. arabica L. ........ 46

4.1.4.3 Determinagéo da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de C. arabica
PRSP PPPPPRPRR 48

4.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DOS FILMES DE QUITOSANA
CONTENDO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE FOLHAS DE CAFE..................... 49

4.2.1 Desenvolvimento doS fIIMES ......oeuieieeiiiieiri s cree s reas s rnrrnsrnrensrmnrnnns 49

4.2.2.1 Determinagé&o da Condutividade elétrica e Potencial Zeta (PZ) .................... 50

4.2.2.2. Distribuicdo do tamanho de particula por Espalhamento de Luz Dindmico

(DLS) ... e e e et e e e e e e anneaeean 50
4.2.2.3 Determinagdo dos parametros reoldgicos das solugbes precursoras............ 51
4.2.3 Caracterizagao fisico-quimica dos filmes ...........ccccciiie, 51
4.2.3.1 Determinag&@o do PeSO MEIO. .............uuuueeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e eeaanans 51
4. 2.3.2 Determinagao da ©@SPESSUIA. .........cceuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeateaaaaeaaaeaenaans 52
4.2.3.3 Determinagéo das propriedades OPLiCas ..............ouuueeeeeeeeeiiieiiiiiiiaeeeaeaeeeaaas 52
4.2.3.4 Determinag&o da uUmidade .................ouuuuoeeeeeeeieeeeeee e 53
4.2.3.5 Determinagé&o do grau de intumescimento e solubilidade ............................. 53
4.2.3.6 Analise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA)........ccooueeeeeeee... 54
4.2.3.7 Espectroscopia eletrénica vibracional na Regiéo do Infravermelho............... 54

4.2.3.8 Caracterizagbes dos filmes por Analise Dindmico Mecénica nos modos axial e

FOTACIONAL. ... e 55
4.2.3.9 Determinagdo da liberagao iN Vitro ................oeeeeueeeeeeeeiiieeeeeeeeieeeee e 55
4.2.4 Caracterizagao da atividade biolégica dos filmes...........cccccciiiiiiiiiiiiiiinnnn, 56
4.2.4.1 Determinagé&o da citotoxicidade N Vitro ..................eeeeeeeeeeieeeiiiiiiiaaeeeaeeeenaas 56

4.2.4.2 Determinagéo da atividade antimicrobiana in Vitro ...............cccccccccuvuveeeeeennnnn. 56



4.2.4.3 Determinagéo da atividade cicatrizante in Vitro ..................cccccveeeeveeeneeenennnn. 57

4.3 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 58

.................................................................................................................................. 59
5.1.1 Rendimento do extrato ...........ccccccmmmmmmmmmmmmmeieeeeee e 59
5.1.2 Caracterizagao quimica do extrato ...........cccccevreemmcciiiiiirsr s e 60
5.1.2.1 Determinagdo dos compostos feNOlICOS ................ccoeueureeeieeeeiiieeiiiaeaaaa, 60
5.1.2.2 Identificagdo e determinagéo dos teores de 5-ACQ e mangiferina................ 61
5.1.3 Caracterizagao das atividades biolégicas do extrato............ccccccvuvrnniniinnnnnnnnnes 63

5.1.3.1 Determinacéo da atividade antioxidante do extrato das folhas de C. arabica L.

5.1.3.2 Determinacgéo da citotoxicidade do extrato das folhas de C. arabica L. ........ 66

5.1.3.3 Determinag&o da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de C. arabica

L ettt et e e e e oo eeeeeeeaaaeeeeeeeaneeeeeeaaseeeeeaaaneeeeeeeanteeeeeaanneeeeeaaneeeeeeaaneeeenn 68
5.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS FILMES DE QUITOSANA
CONTENDO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE FOLHAS DE CAFE ..................... 71
5.2.1 Caracterizagao fisico-quimica das solugdes precursoras.............ccceeeeeeees 72
5.2.1.1 Caracterizacdo da condutividade elétrica, potencial zeta (PZ)) e DLS.......... 72
5.2.1.2 Caracterizagéo reolbgica das solugbes precursoras dos filmes. ................... 75
5.2.2 Caracterizagao fisico-quimica dos filmes ... 78
5.2.2.1 Determinagdo da espessura € peSO MEIO ..............ceeeeeeerreeeeeeeriieeeaeiriiaeaannn, 79
5.2.2.2 Determinagdo das propriedades OptiCas ...............cceeeeeeeeuuiieeieeiieeesiiiiaaaannn, 80
5.2.2.3 Determinagd0o da umidade ................cooeeeemmeeieeeeeeieeeeeeee e 83
5.2.2.4 Determinagdo do grau de intumescimento e solubilidade ............................. 84
5.2.2.5 Analise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA)..........ccoceveveee... 87
5.2.2.6 Espectroscopia eletrénica vibracional na Regiao do Infravermelho............... 89

5.2.2.7 Analise Dinamico Mecanica doS filMesS ...........ueeeeeeeeeeeeeeeeee e, 92



5.2.2.8 Avaliagdo da lIberagao in VItrO...............eeeeeeeeieeieeiiee e 94

5.2.3 Caracterizagao bioldgica dos filmes..........cccceveeemccciiiiiiiirr s 96
5.2.3.1 Determinacéo da citotoxicidade in Vitro................cccceeeueeeeerieeeiieeeieeeieeeeennn 96
5.2.3.2 Determinagdo da atividade antimicrobiana in Vitro ..................cccceceeeveuveeeean. 97
5.2.3.3 Determinagéo da atividade cicatrizante in Vitro ...............cccccceeveeeveeeeeennnnn... 100
(0 0 Y[ L1 £ Y S 106

REFERENCIAS........cooeeirtrerseseesesesssssssesesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 107



19

1.INTRODUCAO

A cicatrizagao de feridas € um processo fisiolégico multifacetado que relaciona
interagdes coordenadas entre varias estruturas bioldgicas para restaurar a integridade
tecidual (PANSARA et al., 2020) Ela é caracterizada como um fendbmeno complexo
que envolve varias fases incluindo inflamacao, proliferacdo e maturacdo. Esse
complexo processo, quando associado a circunstancias diversas, como infecgoes,
pode desenvolver complicagdes severas (ABBA et al., 2019).

Nas ultimas décadas, o tratamento de feridas tem sido revolucionado, de
modo que curativos convencionais, tais como ataduras sintéticas, algodao e gazes,
foram substituidos por curativos bioativos, como filmes, esponjas e hidrocoloides.
Esses curativos fornecem um ambiente ideal em torno da ferida e liberam ativos que
auxiliam na hemostasia, contribuindo para o processo de cicatrizagdo (BANO et
al.,2017).

Os curativos modernos tém utilizado como matérias-primas polimeros
naturais, biocompativeis e absorviveis, como o polissacarideo catidbnico quitosana.
Como material funcional, a quitosana possui caracteristicas e vantagens essenciais,
incluindo biodegradabilidade, atividade hemostatica, propriedades antimicrobiana,
cicatrizante e anti-inflamatdria (FRIEDMAN et al., 2013; DEVI et al., 2017; LI et al.,
2019).

No decorrer da histéria da humanidade, diferentes plantas e/ou seus extratos
tém sido amplamente utilizados na medicina tradicional com propriedades de
cicatrizagcdo de feridas (COLOBATU et al.,, 2019). Dentre os tratamentos
historicamente utilizados, destacam-se aqueles que utilizam extratos de graos de café
verdes ou de pd e oOleos obtidos a partir dos graos torrados (HAILEMESKEL et al.,
2016; HUMARYANTO et al., 2019; LANIA et al., 2017). Esses produtos provenientes
do cafeeiro, contém compostos fendlicos, alcaloides e terpenos que podem auxiliar na
cicatrizacdo de feridas na pele, devido as atividades antioxidante, anti-inflamatéria,
antimicrobiana e analgésica (HUMARYANTO et al., 2019).

O café tem grande importancia econdmica e social, sendo a bebida
consumida por um terco da populagdo mundial (MATTA et al.,, 2018). Apesar do
elevado consumo dessa bebida, os residuos originados da industria cafeeira, como
as folhas, sao poucos reaproveitados. Logo, esse subproduto pode ser utilizado como

matéria-prima para a obtencdo de produtos com fins terapéuticos, uma vez que é



20

gerado em quantidade significativa e com baixo valor agregado (CHEN et al., 2018).

As folhas de café tém sido usadas na etnomedicina para tratamento
alternativo de varias doencas ou disturbios. Isso pode ser devido a presenca de
compostos bioativos, como acidos fendlicos, flavonoides e xantonas como a
mangiferina, que contribuem com inumeros beneficios a saude, tais como
propriedades antioxidantes, antibacteriana e reducdo nas condi¢des inflamatorias
(NGAMSUK et al., 2019; CHEN, 2019). Aliado a esse fato, ja foi demonstrado que o
acido clorogénico e a mangiferina, devido as propriedades antioxidante, antibacteriana
e anti-inflamatoria, estimulam a proliferacao de fibroblastos e formag¢ao de colageno,
mecanismos que sao fundamentais na cicatrizagdo de feridas (BAGDAS et al., 2014;
LWIN et al., 2021).

Diante do exposto, o presente trabalho propde a incorporacao do extrato
hidroalcodlico de folhas de café (Coffea arabica L.) em filmes de quitosana, visando a
associacao dos efeitos antimicrobiano e cicatrizante do polimero com as atividades

biologicas do extrato de folhas de café para utilizagdo na cicatrizagéo de feridas.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CICATRIZAGAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, correspondendo em média a 16%
do peso corporal (ISAAC et al., 2010). Esse 6rgao recobre todo o corpo, atuando como
barreira fisica contra o meio externo, evitando a desidratacao, a penetracdo de micro-
organismos e protegendo contra agressdes mecanicas, quimicas e térmicas
(PEREIRA et al., 2016). Além disso, esse tecido garante a homeostasia corporal, por
meio da termorregulagao e do balango de fluidos, atua na secregéo de substancias e
na percepgao sensorial do meio ambiente (MAVER et al., 2015). No entanto, por estar
constantemente exposta a atmosfera externa, € vulneravel a diferentes tipos de lesdes
como ulceras, queimaduras e ferida cutanea (PEREIRA et al., 2016).

As feridas podem ser definidas como uma les&o no tecido vivo, no qual ocorre
a descontinuidade da organizacédo epitelial e interrupgdo da fungdo do tecido
anatbmico, normalmente resultante de um processo patoldgico fisico, quimico,
térmico, microbiano ou imunoldgico (MAVER et al., 2015). As feridas podem ser
causadas por razdes distintas e apresentarem diferentes tamanhos, profundidades e
formas (DHIVYA et al., 2015).

Mediante o exame fisico e o histdrico clinico, elas podem ser classificadas de
acordo com o tempo e o estado de cicatrizagdo, em feridas agudas ou crénicas
(PATRULEA et al., 2015). As agudas podem abranger desde um simples arranhao até
uma lesao traumatica ou queimaduras que conseguem cicatrizar completamente com
auséncia ou pequenas formagdes de cicatrizes, em um periodo de trés meses. Por
outro lado, feridas crbnicas, como certos tipos de ulceras ou feridas diabéticas, se
desenvolvem quando ndo ocorre o processo de cicatrizagdo apds um tempo minimo
de trés meses. Dessa forma, as feridas crbnicas sdo caracterizadas por nao
progredirem por meio dos estagios normais de cura, ndo sendo restaurada de maneira
ordenada e oportuna (DHIVYA et al., 2015; PATRULEA et al., 2015).

A fim de restaurar a integridade do tecido danificado, o organismo induz um
processo fisiolégico denominada cicatrizagdo, que por sua vez € um processo
coordenado em que eventos celulares, moleculares e bioquimicos interagem de forma
sincronizada para que ocorra a reconstitui¢cao tecidual (CAMPQOS et al., 2007). Embora

o processo de cura do ferimento seja continuo, do ponto de vista conceitual, é
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arbitrariamente dividido em trés fases para auxiliar na compreensado dos processos
fisiologicos que esta ocorrendo na ferida e no tecido circundante (VELNAR et al.,
2009). Na Figura 1, esta demonstrado o processo caracterizado em trés fases

definidas como inflamatdria, proliferativa e de remodelacao.

Figura 1: As fases do processo de cicatrizagao.
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Fonte: ISAAC et al., 2010

Apos a injuria do endotélio, ocorre uma sequéncia de eventos, iniciada pela
exposicao do colageno no tecido danificado, no qual as plaquetas se aderem a eles e
promovem a ativagao e deposi¢ao de plaquetas, formando a agregacéao plaquetaria.
Concomitantemente, ocorrem estimulos a liberagao de fatores de coagulagao, no qual
o fibrinogénio € convertido pela trombina resultante das vias de coagulagdo, em uma
rede de fibrina (ISAAC et al., 2010; ORSTED et al., 2011). Ambos processos, formam
um trombo rico em plaquetas, fibrinogénio, fibrina e colageno, que provisoriamente
tampona a lesdo endotelial, restabelecendo a hemostasia, formando uma barreira
contra a invasao de agentes exdgenos e organizando a matriz proviséria necessaria
para o inicio da organizacao da ferida (OLIVEIRA et al, 2012).

Na fase inflamatdria, os neutréfilos juntamente com os macréfagos promovem
a fagocitose de corpos estranhos, de micro-organismos e células dendrites, por meio
da liberagéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que eliminam patégenos, e pela
liberacdo de proteases que degradam a matriz extracelular preexistente desvitalizada
na area da ferida (MANDELBAUM et al., 2003; REINKE et al., 2012).

A fase proliferativa é constituida por trés etapas fundamentais a fibroplasia, a
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angiogénese, e a reepitelizacdo. Ambos com o objetivo de reparagdo do tecido
conjuntivo e do epitélio (WALLACE et al., 2020).

O processo denominado fibroplasia, fornece uma matriz proviséria contendo
colageno tipo lll, glicosaminoglicanos, acido hialurénico e fibronectina que garante
sustentagao para adesao e organizagao celular (REINKE et al., 2012; KANGAL et al.,
2020). O estagio fibroblastico esta intimamente relacionado a angiogénese por meio
de reciprocidade e dinamismo, uma vez que o suprimento sanguineo adequado é um
requisito crucial para a matriz extracelular (KANGAL et al., 2020). Nesse contexto, os
eventos da angiogénese representam o crescimento de novos vasos a partir da
proliferacdo de vasos pré-existentes adjacentes a borda da ferida, no qual ocorre
ativagao e proliferagdo das células endoteliais, formagao da estrutura tubular do vaso
e reconstrugdo da sua membrana basal (REINKE et al., 2012). Paralelamente aos
eventos mencionados, as ceélulas de revestimento por meio da agao de citocinas e
fator de crescimento estimulam a migragéo, proliferagdo e diferenciagado de células
epiteliais para o processo de reepitelizagdo, ocasionando o fechamento das
superficies da lesao e fornecendo uma camada protetora contra perda de fluidos e
invasao bacteriana (OLIVEIRA et al., 2012).

A fase de remodelagéo, também conhecida como maturagéao, é o estagio final
e mais prolongado do reparo tissular. Essa fase se caracteriza pelo equilibrio na
producao e degradacao ordenada de fibras colagenas, estabelecidas pela ativagao e
inibicdo de proteases, com o objetivo de aumentar a for¢ca de tensdo e recuperar a
estrutura tecidual normal (WALLACE et al., 2020). Ela pode demorar de meses a anos,
e ao final dela, a cicatriz se apresenta de forma palida, uma vez que a regeneragao
de melandcitos é deficiente, os anexos da pele (foliculos pilosos e glandulas) ganham
regeneracao limitada ou estdo ausentes, porém, o colageno permanece conferindo
resisténcia satisfatoria, formando o tecido cicatricial (BALBINO et al., 2005).

O objetivo do tratamento de feridas é reduzir o tempo necessario para curar
ou minimizar as consequéncias nas cicatrizes. Muitas variaveis podem influenciar
nesse longo e complexo processo, dentre os principais comprometimentos destacam-
se as infecgbes bacterianas (MAVER et al., 2015).

As infecgcbes bacterianas sao consideradas problemas cruciais que
influenciam na eficiéncia da cicatrizacdo. Nesse sentido, o tratamento de feridas pode
ser considerado desafiador para saude publica, uma vez que apés o trauma, as feridas

podem ser infectadas rapidamente obstruindo o processo de cura e desenvolvendo
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complicagdes (ABBA et al., 2019; KAMINIDEVI et al., 2018).

A reducao da carga bacteriana pode ser um dos requisitos necessarios para
melhorar o tratamento, uma vez que reduz a inflamacéao local e consequentemente
evita o comprometimento do tecido. Um tratamento ideal deve prevenir infec¢ao por
meio de atividade antimicrobiana, bem como estimular o crescimento celular normal
sem danificar o tecido saudavel (MAVER et al., 2015).

Aliado a esse fato, a inflamacgao da ferida ocasiona um influxo coordenado de
neutrofilos ao local que, quando ativados no tecido, produzem radicais livres
resultando em estresse oxidativo e danos significativos aos acidos nucleicos, fatores
de crescimento e a angiogénese, dificultando o processo de cicatrizagao (MAVER et
al., 2015). Logo, a utilizagdo de curativos antioxidantes, elimina ERO livres no estagio
inicial, podendo auxiliar na cicatrizagéo (ABBA et al., 2019).

2.2 CURATIVOS

Os curativos sao recursos que recobrem a ferida com o intuito de protegé-la
contra agressodes externas, sendo eficazes na reparagéao de feridas, pois mantém o
ambiente umido e fornecem um microambiente para a migragao celular, bem como
depuragao da infecgdo (MANDELBAUM et al., 2003; ZHAO et al., 2018).

Nos dias atuais, sdo conhecidos inumeros tipos de curativos utilizados para
proteger as superficies das lesbes como gaze, ataduras e algodao. Contudo, esses
materiais apresentam algumas desvantagens no processo de cicatrizagdo, como
cobertura insuficiente da ferida, lesdo secundaria proveniente de sua aderéncia a
ferida, além de ndao atuarem na preservagao da umidade (JAISWAL et al., 2019).
Portanto, embora exista uma vasta diversidade de produtos disponiveis no mercado,
ainda existe dificuldade em encontrar materiais que sejam ideais para tratar cada tipo
de lesao (DHIVYA et al., 2015).

Segundo estudos, um curativo eficaz ndo pode agir apenas na protegédo da
ferida contra ambientes externo, mas também auxiliar no processo de cura,
proporcionando um microambiente hidratado e com isolamento térmico. Deve ainda,
ser capaz de prevenir infeccdo, remover sangue e excesso de exsudatos, ser
biocompativel e permitir a troca gasosa (DHIVYA et al., 2015). Além disso, também
deve apresentar caracteristicas como elasticidade, atoxicidade e ser facilmente
removivel sem causar trauma e dor (ALTIOK et al., 2010; JAYAKUMAR et al., 2011).
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Curativos podem ser obtidos por prévia combinagdo com diversos materiais
naturais ou sintéticos (BANO et al.,, 2017). Dentre os materiais disponiveis, os
polimeros vem ganhando destaque nos ultimos anos por apresentam formas como
filmes, espumas e hidrogéis (JAYAKUMAR et al., 2011).

Os filmes de cicatrizagao sao folhas finas, elasticas e auto-adesivas que
oferecem vantagem sobre outras formas farmacéuticas, devido a facilidade de
aplicacao, por ndo ocorrer extravasamento de exsudato, por manterem o ambiente
umido, por permitirem trocas gasosas, além de atuarem como barreira para de micro-
organismos (DABIRI et al., 2016; POWERS et al., 2013). Alguns desses materiais
ainda sao transparentes o que permite a visualizagao da ferida, além de serem
facilmente compativeis com angulos e formas complexas (POWERS et al., 2013).

Nos curativos originais, a base dos filmes € composta por material derivado
de nylon com polietileno. Contudo, o nylon tem uma capacidade limitada de absorver
os exsudatos da ferida e ainda podem acarretar maceragdo da pele, provocando
infecgdo (DHIVYA et al., 2015). Nesse sentido, a busca por filmes constituidos por
outros materiais, sobretudo polimeros naturais, foi intensificada (BANO et al., 2017).
Atualmente, inumeros polimeros naturais apresentam atividades biologicas de
interesse no processo de cicatrizacdo, tais como as propriedades antimicrobiana e
anti-inflamatéria (LI et al., 2019).

2.2.1 Quitosana

A quitosana é um copolimero formado por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glucosamina e N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosamina ligadas por ligacdes [3-1,4-
glicosidicas (KAMINIDEVI, et al., 2018; ESCARCEGA et al., 2018). Esse polimero foi
descoberto em 1859 por meio de reagao de desacetilagdo de quitina (Figura 2). A
quitina € o segundo polimero natural mais abundante na natureza, atras apenas da
celulose, sendo encontrada em exoesqueletos de crustaceos, cuticulas de insetos e
paredes celulares de fungos. Dessa forma, a quitosana pode ser considerada um
produto de facil acesso e de disponibilidade mundial (HAMEDI et al., 2018).
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Figura 2: Representacdo do processo de desacetilagdo de quitina e formagéo da

quitosana.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

A quitina, quando submetida ao processo de desacetilagdo, rompe a ligagéo

N-acetil, formando grupamentos aminicos livres. Em meio acido, os grupos
glicosamina encontram-se protonados (R-NH3+), conferindo a quitosana
propriedades catiénicas (Figura 2). A estrutura do polimero nao é uniforme, uma vez
que a remogao das acetilas ndo é total, ou seja, a molécula é parcialmente
desacetilada (DAMIAN et al., 2005; HAMEDI et al., 2018).

A procura por esse polimero pode ser justificada por sua ampla
disponibilidade na natureza, baixo custo e seguranga ambiental, sendo
ecologicamente interessante (KAMINIDEVI et al., 2018). Aliado a essas vantagens, a
quitosana ainda é considerada um material promissor para varios processos
biologicos, devido a sua caracteristica de biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa toxicidade (THEIN-HAN et al., 2004).

Na area farmacéutica, a quitosana tem sido amplamente utilizada no
desenvolvimento de sistemas de liberagédo controlada. Segundo Ammar et al. (2008),
a quitosana apresenta a caracteristica de mucoadesao e auxilia no transporte dos
farmacos por meio de aberturas nas jungdes oclusiva de células epiteliais,
contribuindo na absor¢cdo por vias paracelulares. Além disso, o composto tem
demonstrado propriedades bioldgicas importantes, incluindo atividades antioxidante,
hemostatica, anticoagulante, anticolesterolémica, antitumoral, antimicrobiana e
cicatrizante (ESCARCEGA et al., 2018; DEVI et al., 2017).

Com relagao a cicatrizagao de feridas, a quitosana e seus derivados foram
utilizados pela primeira vez na década de 1980 na pele e regiao nasal, e a partir de
entdo tem provado ser uma candidata promissora na diminui¢gao substancial no tempo

de cicatrizagdo em animais e seres humanos (PATRULEA et al., 2015). Esse polimero
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tem demonstrado auxiliar no processo de cicatrizagao de feridas por meio de mais de
um mecanismo. Na fase inicial do processo inflamatorio, o grupo amino na quitosana
atuam como anticoagulante, no qual a sua carga positiva interage com a carga
negativa da membrana celular dos globulos vermelhos (GUPTA et al., 2019). Além
disso, o polimero ainda promove a ativagao, proliferacdo e infiltracdo de células
polimorfonucleares e fibroblastos, permitindo a formacdo de tecido fibroso e
reepitelizacdo (PATRULEA et al., 2015; ZOU et al., 2017).

Baxter e colaboradores (2013) ressaltam que a quitosana é capaz de
aumentar a expressao da producao de TGF-31 e colageno, acelerando o processo de
regeneracgao tecidual. A quitosana também apresenta atividade antimicrobiana contra
uma ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como fungos
(RANJBAR et al., 2018). A atividade antimicrobiana da quitosana ocorre pelo
mecanismo de interacdo com as membranas (SAHARIAH et al., 2017). Em meio
acido, os grupos glicosamina estao protonados (R-NHs*), levando a uma interacao
eletrostatica com as membranas bacterianas anidnicas, resultando na reducao da
estabilidade osmatica, ruptura da membrana e vazamento de constituintes
intracelulares, com consequente morte celular (FRIEDMAN et al.,2013). Essa
interacdo também bloqueia a entrada de nutrientes e oxigénio no interior da célula,
inviabilizando processos metabdlicos do micro-organismo (LI et al., 2019). Outro
mecanismo destacado por Friedman et al. (2013), envolve a ligagéo da quitosana ao
DNA microbiano e a inibi¢do de sintese de RNAm e proteinas.

Portanto, curativos a base de quitosana tendem a promover efeito
antimicrobiano, que por sua vez pode ser potencializado pela incorporacédo de outros
compostos, como antimicrobianos sintéticos, particulas metalicas ou extratos de
produtos naturais (KRAVANJA et al., 2019; FRIEDMAN et al.,2013).

Kausar e colaboradores (2021), elaboraram filmes de quitosana incorporados
com vancomicina na tentativa de fornecerem novas preparagdes para o tratamento de
traumas cutaneos e queimadura. Como resultado, os autores atestaram que os filmes
apresentaram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), eficacia na cicatrizagdo de feridas em modelo animal, bem como
resultados promissores na resisténcia a tracdo e intumescimento, apresentando um
potencial na abordagem terapéutica em queimaduras.

Adicionalmente, estudos relacionados a incorporacao de extratos de folhas de

Cynara Cardunculus em filmes de quitosana para o tratamento de feridas cutaneas
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foram conduzidos por Bras e colaboradores (2020). Os resultados obtidos neste
estudo abriram a possibilidade de utilizar com sucesso filmes de quitosana com
extratos naturais, uma vez que foram avaliados resultados satisfatérios demonstrando

baixa toxicidade e relevante atividade anti-inflamatdria e cicatrizante in vitro.

2.3 PRODUTOS NATURAIS NO PROCESSO DE CICATRIZACAO DE FERIDAS

Durante milhares de anos, o uso de produtos naturais foi o principal recurso
terapéutico para cuidar dos problemas de saude dos individuos. Essa pratica contribui,
para aumentar o acesso da populacdo aos cuidados de saude, principalmente em
populagdes rurais e paises em desenvolvimento (PEREIRA et al., 2016).

Esse tratamento alternativo, ou comumente denominado de "complementar”,
se baseia na pratica e conhecimento de diferentes paises, envolvendo o uso de
organismos Vivos e recursos naturais obtidos de uma ampla variedade de fontes
(plantas e fungos) para o tratamento de doengas (PEREIRA et al., 2016).

O emprego de plantas e seus extratos na recuperagao de doengas tem
evoluido ao longo dos tempos, abrangendo desde o uso de preparados mais simples
até as formas mais elaboradas. Os fitoquimicos presentes sdo capazes de reagir com
grupos de oxigénio ou outras macromoléculas bioldgicas para instigar efeitos e
combater doengas humanas (THANGAPAZHAM et al., 2016).

O uso de produtos naturais na prevencao e/ou tratamento de uma série de
doengas como como cancer, atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana, ja é
reconhecido ha séculos, bem como seus beneficios para a cicatrizacao de feridas,
gueimaduras e regeneracao da pele (COLOBATU et al., 2019; THANGAPAZHAM et
al., 2016; KUMAR et al., 2007).

O uso de plantas para o reparo tecidual no tratamento de feridas pode ser
realizado através de diferentes preparag¢des de uso topico. Entre os principais agentes
cicatrizantes presentes em extratos vegetais destacam-se os alcaloides, Oleos
essenciais, flavonoides, terpenos, saponinas, acidos graxos e compostos fendlicos
(BAHRAMSOLTANI et al., 2014).

O conhecimento tradicional pode ser associado com praticas clinicas
modernas e/ou biomateriais, permitindo o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas que atendam a necessidades médicas, como o controle de infec¢des e a

reducao do tempo de cicatrizacao de feridas (PEREIRA et al., 2016).
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2.3.1 Coffea arabica L.

Os cafeeiros sao plantas pertencentes a familia Rubiaceae e ao género
Coffea, compreendendo mais de 100 espécies (GOMEZ et al., 2018). Dentre as
numerosas espécies, duas apresentam grande destaque comercialmente na
producdo do café, sdo elas: Coffea arabica L. e Coffea canephora (GOMEZ et al.,
2018; NUHU, 2014).

Os cafeeiros sdo arbustos lenhosos, com caule cilindrico, branco amarelado
e de raizes extensas, que atinge o comprimento em média de 2 a 4 metros.
Apresentam um dimorfismo de ramos, no qual os ramos verticais, denominado
ortotropicos, se estendem do tronco principal e, a partir deles ocorre a ramificacéo dos
troncos horizontais, denominado plagiotrépicos (DAVIS et al., 2006; FERRAZ, 2013).

C. arabica L. é um arbusto que se desenvolve preferencialmente em altas
altitudes, de 1600 a 2800 m acima do nivel do mar, em clima ameno, de 15 a 20 °C.
Normalmente essa espécie € cultivada entre os tropicos, e possuem maior
suscetibilidade a doencas e pragas (MATTA et al., 2018).

Ap6s a germinagao das sementes, o arbusto de café pode demorar
aproximadamente trés anos para florescer e consequentemente gerar frutos. Esse
género é considerado de dias curtos, necessitando do periodo da noite para iniciar a
floracdo (FERRAZ, 2013; ROSS, 2005). As inflorescéncias sédo representadas por
botbes em série nas axilas dos ramos plagiotropicos, de coloragao branca, sendo
sustentadas por um pedunculo e por um calice rudimentar de cinco pétalas, e anteras
curtas (WINTGENS, 2013).

O periodo de florescimento ocorre apds intenso ciclos de chuvas, com
grandes volumes de precipitagao, seguido por um periodo de seca. Apds esse ciclo,
os frutos se desenvolvem pelos 7 a 10 meses subsequentes, e sua colheita deve ser
efetuada no maximo 2 a 3 meses apdés o amadurecimento do fruto, uma vez que apos
a maturacao inicia-se a senescéncia do fruto e a seca gradativa da mucilagem (KLEIN
et al., 2003; WINTGENS, 2013).

2.3.2. Processamento dos frutos do cafeeiro

A colheita dos frutos do café pode ser realizada pelos métodos manual ou

mecanizado. O primeiro consiste em promover a derrica manual dos ramos contendo



30

os frutos maduros. O mecanizado por sua vez, € um método caracterizado pela
utilizacdo de derricadeiras portateis, promovendo a remog¢ao dos ramos do cafeeiro
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2016).

Ao final de todo processo, é gerada uma grande quantidade de cascas, polpa,
caules e folhas ricas em compostos orgéanicos, que sdo considerados residuos no
meio agroindustrial, no entanto somente uma pequena parcela € reaproveitada
(PANDEY et al., 2000). Para minimizar o impacto ambiental, os residuos podem ser
reutilizados como matérias-primas para a producdo de bioprodutos, agregando
maiores valores na produgao (CHEN et al., 2018).

Nesse sentido, o aproveitamento das folhas do cafeeiro possui grande
potencial para aplicagdo em diversos setores industriais, uma vez que sao ricos em
compostos bioativos, estdo disponiveis em quantidades significativas e com baixo
valor agregado, se comparados aos graos (CHEN et al., 2018).

As laminas foliares do cafeeiro sdo cerosas, onduladas e delgadas, com forma
entre eliptica e lanceolada (Figura 3) que crescem nas laterais do principal caule e
galhos em pares opostos (DAVIS, et al., 2006).

Dependendo da etapa do desenvolvimento, sua coloragdo pode variar entre
verde clara, verde-escura ou bronze, e ainda podem ser categorizadas em trés tipos,
de acordo com o estagio de desenvolvimento: brotos (ou jovens), folhas maduras e
folhas envelhecidas (CHEN, 2019).

Figura 3: Representagao das folhas de C. arabica L.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

As folhas do cafeeiro persistem na planta apés o amadurecimento do fruto ou
envelhecimento das flores, tendo um tempo de vida de aproximadamente 7 a 10

meses nas espécies C. Canephora e C. arabica L. (CHEN, 2019). Quando madura
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atinge aproximadamente 15 a 30 cm de comprimento e 5 a 15 cm de largura, contendo
em media 7 a 10 veias (ROSS, 2005).

O nivel de radiacdo que os arbustos sdao expostos pode afetar as
caracteristicas morfolégicas, anatémicas e fisiolégicas da folha, e consequentemente,
interferir no desenvolvimento, estrutura foliar e processo fotossintético (NASCIMENTO
et al., 2006). A absorcdo de luz é controlada principalmente pela plasticidade
morfologica e anatémica, como variagao da inclinagdo na area foliar (CAMPA et al.,
2017). Alem disso, possuem camadas de células externas revestidas por ceras
cuticulares, que auxiliam na reducéo da perda de agua e protegem os tecidos (DAVIS
et al., 2006). Os compostos fendlicos ainda fornecem defesa contra herbivoros e
protegem as folhas aos danos fotograficos (CAMPA et al., 2017).

Tradicionalmente, o consumo de chas das folhas do cafeeiro tem sido utilizado
em inumeros paises, e apresentam efeitos benéficos para tratar e amenizar varias
doengas ou disturbios (NGAMSUK et al., 2019). Na Etidpia, o processo de infusdo das
folhas café foi descrito como medicamento laxativo; na Uganda utiliza-se para o
controle do HIV; na Nicaragua, o uso das folhas € mencionado no tratamento de dor
de estdbmago e dores de cabeca; no Peru a ingestdo do cha auxilia no alivio da tosse
associada a gripe; no México utiliza-se para tratar febre e estimular a producéo de
prolactina; no Haiti seu uso € citado para o tratamento de anemia, edema e astenia
(CHEN et al., 2018; MESS et al., 2018).

A aplicacao etnofarmacoldgica é principalmente devido as folhas do cafeeiro

conterem fitoquimicos ativos como: compostos fendlicos, alcaloides, terpenos,
xantonoides, fitoesterdis e carotenoides (CHEN et al, 2019; MONTEIRO et al., 2020).
Segheto e colaboradores (2018), investigaram as folhas de C. arabica L.
proveniente dos residuos agricolas a fim de identificar e quantificar compostos
quimicos presentes nas mesmas, bem como avaliar atividades antioxidante e anti-
inflamatdria utilizando ensaios in vitro e in vivo. Como resultado, contatou-se a
presenca de compostos fendlicos, incluindo acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e
mangiferina no extrato metandlico de folhas de C. arabica L. e fragbes, bem como as
atividades farmacoldgicas do extrato e fragdes demonstraram resultados promissores
na atividade antioxidante, interrompendo os processos que geram radicais livres,
assim como propriedade inflamatéria, indicando novas possibilidades para o
tratamento de disturbios envolvendo dano oxidativo imediato.

Contudo, estudos relacionados a bioatividade das folhas de café séao
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escassos. Segundo Chen (2019), existem 45 patentes relacionadas a aplicagéo da
folha do café, sendo a China e o Japao os principais paises portadores destas. Dentre
as patentes pode ser destacado as folhas do cafeeiro na area de: ragdo animal,
substituto do tabaco, desodorizante, limpador facial, material de embalagem, extrato

de cha ou bebida de folha de café, fungicida organico, dentre outros.

2.3.3 Bioativos presentes na folha de café

O perfil quimico e a bioatividade das folhas de café sao influenciados de
acordo com a espécie, regiao de cultivo, condigdes ambientais, estagio de
desenvolvimento, época de coleta, e métodos de processamento. Os métodos de
extragao e processamento para obtengao do cha ou extrato podem ainda afetar o perfil
fitoquimico e a bioatividade (CHEN et al., 2018).

2.3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos compreendem um grande grupo de metabdlitos que
apresentam elevado potencial antioxidante. Esse grupo inclui uma variedade de
classes de metabdlitos secundarios, destacamdo-se dentre eles os flavonoides e os
acidos fenolicos (MONTEIRO et al., 2020).

Nos vegetais essas substancias formam um sistema de defesa contra fatores
biéticos ou abiodticos (MELO et al., 2006). Sdo amplamente encontrados em frutas,
café, cha e vinho. Apresentam grande interesse comercial devido aos seus beneficios
para a saude humana, especialmente na prevengdao de doencgas degenerativas,

cardiovasculares e disturbios metabodlicos (MONTEIRO et al., 2020).
Acido clorogénico

O acido clorogénico €& formado a partir da esterificacdo de acidos
transhidroxicinamicos e acido quininico (LOADER et al., 2017). Nas folhas de café o
acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) demonstrado na Figura 4, representa 80-94% do acido

clorogénico na maioria das espécies Coffea (CHEN, 2019).
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Figura 4: Estrutura quimica do acido 5-cafeoilquinico.

HO

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

O acido clorogénico é considerado excelente candidato para a formulagao de
suplementos alimentares e produtos farmacéuticos (GOMEZ et al., 2018), por exibir
atividade antimutagénica, anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatdria, anti-
hipertensiva, hipoglicemiante, além de ser eficaz na prevencdo de doencgas
cardiovasculares e neurodegenerativas (TAJIK et al., 2017; GOMEZ et al., 2018).

A reacao anti-inflamatéria proveniente do acido clorogénico € influenciada
pela inibicdo de interleucinas relacionadas ao processo inflamatorio, reduzindo
consequentemente o grau de inflamacao (TAJIK et al., 2017). Santos et al. (2006),
observaram que o acido clorogénico inibe a formagao do edema e dor apds a indugéo
de reacado inflamatéria em ratos, demonstra atividades anti-inflamatérias e
analgésicas. No tratamento de osteoartrite, o 5-ACQ exerce efeito anti-inflamatorio,
por suprimir a prostaglandina 2 por meio da inibigado da COX-2 em condrécitos (CHEN
et al., 2014).

Outro efeito bioldgico benéfico na saude dos seres humanos é seu potencial
antioxidante, no qual age na neutralizagado de radicais livres, quelacdo de metais e
modulacao de atividades enzimaticas (SANTOS et al.,, 2006). Aliado a atividade
antioxidante, no mecanismo da terapia de cicatrizacao de feridas, o acido clorogénico
tém demonstrado um potencial na atividade curativa, por meio de mecanismos como
aumento da densidade capilar e produgdo de colageno, bem como seu efeito
antioxidante (BAGDAS et al., 2014).

Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios que compdem

uma estrutura basica formada por C6-C3-C6 (Figura 5), sendo composta por mais de
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9000 moléculas individuais encontradas em inumeros tecidos e 6rgéos, no reino
vegetal (HERNANDEZ et al., 2009).

Figura 5: Estrutura quimica basica dos flavonoides.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

As folhas de café abrangem uma grande diversidade de flavonoides, com
diferentes grupos, incluindo catequinas (como as catequinas, epicatequina, galato de
epigalocatequina); antocinina  (como  delfinidina  3,5-diglucosideo); miricetina,
luteolina, apigenina, rutina e quercetina (CHEN, 2019; RATANAMARNO et al., 2017).

Nas folhas do cafeeiro, os flavonoides auxiliam na triagem de raios
ultravioletas, sendo abundantes em folhas expostas a luz solar (DOMINGUES-
JUNIOR et al., 2012). Em contraste, apesar de n3o serem consideradas essenciais
para a nutricdo humana, os flavonoides apresentam potencial com atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica e auxiliam na prevengao de doencgas
degenerativas e cardiovasculares (GADKARI et al., 2015; CHEN, 2019).

Mangiferina

A mangiferina, também conhecida por mangostina, € uma xantona C-
glicosilada altamente resistente a hidrolise, descrita quimicamente como 1,3,6,7-tetra-
hidroxi-xantona-C2-3-glucosideo, como apresentada na Figura 6 (TREVISAN et al.,
2016). Foi isolada pela primeira vez da mangueira (Mangifera indica L.), familia
Anacardiaceae (CAMPA et al., 2012).



35

Figura 6: Estrutura quimica da mangiferina

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

A mangiferina € uma substancia com diversas atividades farmacoldgicas,
como antioxidante, antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-inflamatoéria, antialérgica,
antitumoral, hipoglicemiante, hipocolesterolémica, hipotensora, imunomoduladora,
neuroprotetora e hepatoprotetora (DU et al., 2018; VYAS et al., 2012).

No cafeeiro localizam-se nas folhas em regides como palicada, parénquima
esponjoso e cuticula, ja nos frutos jovens situa-se no exocarpo e mesocarpo, contudo

seu teor decresce com a maduragao dos frutos (CAMPA et al., 2012).

2.3.3.2 Alcaloides

Cafeina e trigonelina, sdo os principais alcaloides presentes na folha do
cafeeiro (CHEN, 2019; MONTEIRO et al., 2020).

Cafeina

A cafeina € um metabdlito secundario descoberto em 1820, identificado como
metilxantinas, quimicamente conhecido como 1,3,7- trimetilxantina, demonstrada na
Figura 7 (NUHU, 2014; STEFANELLO et al., 2019). Esse composto foi detectado em
aproximadamente 60 espécies de plantas tropicais distribuidas especialmente nos
géneros: Coffea (café), Theobroma (cacau), Paullinina (guarana) e Camellia (cha)
(HECKMAN et al., 2010).
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Figura 7: Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

No cafeeiro, o maior teor de cafeina se encontra nos frutos, e este sofre
poucas variagdes durante o processo de torracido, apresentando uma estabilidade
consideravel (STEFANELLO et al., 2019). As folhas do cafeeiro apresentam um teor
menor quando comparadas as folhas de cha verde (Camellia sinensis) e graos de
café, no entanto sao consideradas uma fonte alternativa de cafeina (CHEN, 2019).

Nos seres humanos, os principais efeitos promovidos pela cafeina sao

oriundos de sua agdo como antagonista dos receptores de adenosina 1 e A2

(HECKMAN et al., 2010). Ambos mecanismos desencadeiam a estimulagao do

sistema nervoso central promovendo a percepg¢ao aprimorada, redugao de fadiga e
efeitos positivos na consolidacédo da memdéria (LUDWIG et al., 2014).

A capacidade antioxidante proveniente da cafeina e seus metabdlitos,
teobromina e xantinas, por sua vez exercerem mecanismo de preveng¢ao a oxidagao
lipidica por meio da captagao de radicais hidroxila e oxigénio singleto e reagdo com
elétrons (CHEN, 2019). Além disso, a cafeina aumenta a taxa metabolica e
termogénica, auxiliando na perda de peso e reduzindo o risco de desenvolver
sindrome metabdlica (LUDWIG et al., 2014).

Trigonelina

A trigonelina € um composto nitrogenado proveniente da metilagdo do atomo
de nitrogénio a acido nicotinico, sendo quimicamente denominada acido N-metil

nicotinico, representado na Figura 8 (NUHU, 2014).
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Figura 8: Estrutura quimica da trigonelina.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

Nas plantas, a trigonelina auxilia no processo de regulagéo do ciclo celular
(ASHIHARA et al., 2015). Em contraste, no organismo humano, esse composto
promove alteragdes fisioldégicas benéficas, tendo efeito hipoglicemiantes,

neuroprotetora e atividade antibacteriana ASHIHARA et al., 2015).
2.3.3..3 Terpenos

Kahweol e cafestol sdo terpenos produzidos nas plantas do género Coffea
(AZEVEDO et al., 2008). A diferenga entre o kahweol e o cafestol é a insaturagao dos
carbonos C1-C2 do diterpeno, como pode ser observado na Figura 9 (NOVAES et al.,
2018).

Figura 9: Estruturas quimicas do Kahweol e cafestol.

iy

Cafestol Kahweol

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

Os diterpenos esterificados foram investigados pela primeira vez por
Kaufmann e Hamsagar, em 1962 (NOVAES et al., 2018). Anos seguintes, 0s
diterpenos como cafestol, kahweol e 16-O-metilca-festol foram identificados no café,
inclusive nas folhas do cafeeiro (KOLLING-SPEER et al, 1997).
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Recentemente, o cafestol e o kahweol tém demonstrado uma ampla variedade
de atividade farmacoldgica benéfica, incluindo propriedades: anti-inflamatdrios,
antidiabética, antioxidante e anticarcinogénica (CAVIN et al., 2002; REN et al., 2019).

2.3.3.4 Pigmentos

Os pigmentos apresentam a fungéo fotoprotetora e antioxidante nas folhas de
café. Compostos como carotenoides e xantofilas, incluindo neoxantina, luteina,
violaxantina, antheraxantina e zeaxantina foram descritas em folhas maduras de C.
arabica L. (POMPELLI et al., 2010).

No organismo humano, alguns pigmentos podem promover alteragdes
fisiologicas benéficas. As xantonilas, como a luteina e a zeaxantina, podem contribuir
na saude dos olhos e da pele (MA et al., 2010). O B-caroteno por sua vez apresenta
boa atividade antioxidante demonstra propriedades benéfica relacionada a prevencéao

de doencas cardiovasculares e cancer (RAO et al., 2007).

2.3.3.5 Fitoesterois

Dentre os fitoestordis identificados em folhas de café, o sitosterol apresenta
estrutura similar ao colesterol, sendo capaz de reduzir os niveis de colesterol no
sangue, auxiliando no declinio da concentragédo do colesterol no plasma sanguineo
(RUDKOWSKA et al. 2008), aléem de conter estudos associados a atividade no
tratamento de hiperplasia prostatica benigna (KIM et al. 2012).

2.3.3.6 Minerais

A absorgdo de nutrientes no cafeeiro varia de acordo com o érgao vegetal.
Minerais como calcio, potassio, nitrogénio, dentre outros, estdo presente em maiores
teores nas folhas do café (MAZZAFERA, 1999; CHEN, 2019).

O nitrogénio é o nutriente mais exigido durante o crescimento vegetativo, e
apresenta alta exportagao para os graos do café. Ele age ativando rota de sintese de
lignina e de metabdlitos secundarios (MARTINEZ et al., 2014). O calcio corresponde
a 12% dos nutrientes, ele apresenta funcionalidade nos estagios de desenvolvimento,

auxilia na resisténcia das paredes celulares e no crescimento de pélos radiculares
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contribuindo na absor¢édo de nutrientes (RAMALHO et al., 1995). O potassio
desempenha papel importante no metabolismo de compostos nitrogenados e
carboidratos, sendo primordial para a ativacdo enzimatica, dessa forma, sua
deficiéncia, promove a inibicao de sintese de compostos de alto peso molecular, como
amido, proteinas e celulose. Quanto aos microminerais, no Brasil, o boro, ferro,
manganés, cobre e zinco sdo considerados os de maior importancia para o
crescimento e producéo do cafeeiro (MARTINEZ et al., 2014).

Nos seres humanos, os minerais sdo fontes essenciais para um bom
funcionamento do organismo. O calcio € responsavel pela propulsdo de impulsos
nervosos, contracdes musculares, coagulagdo do sangue e na estrutura e for¢ca dos
ossos (UUSI-RASI et al., 2013). Ja o zinco, desempenha fungdes cataliticas,
estruturais e reguladoras (ROOHANI et al., 2013). Contudo, sabe-se que somente a
ingestao de chas de folhas de café, nao contribui significativamente para a dose diaria
recomendada de elementos (CHEN, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas e farmacologico in vitro de filmes de quitosana
contendo extrato de folhas de C. arabica L. para o potencial uso tépico em cicatrizagao

de feridas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato hidroalcodlico de folhas de café e caracteriza-lo quanto ao teor
de fendlicos totais.

¢ |dentificar e quantificar a mangiferina e o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) no extrato
hidroalcodlico de folhas de café por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

e Determinar o potencial antioxidante, a citotoxicidade e atividade antimicrobiana in
vitro do extrato de folhas de C. arabica L.

e Preparar filmes de quitosana na auséncia (controle) e na presencga de diferentes
concentracdes do extrato hidroalcoolicos de folhas de C. arabica L.

e Avaliar o efeito do extrato no processo de agregacdo da quitosana por
condutividade, medidas de Potencial Zeta (PZ) e Didmetro Hidrodinamico (Dh).

e Avaliar o efeito da incorporagdo do extrato nas propriedades reoldgicas da
quitosana em fase liquida por reologia.

e Caracterizar os filmes com base nos parametros de peso médio, espessura,
parametros Opticos, umidade, grau de intumescimento, solubilidade, estabilidade
térmica e porcentagem de liberagao de constituintes do extrato a partir dos filmes.

e Verificar a ocorréncia de interagbes intermoleculares entre componentes do
extrato com a quitosana, por espectroscopia na regiao do infravermelho.

e Avaliar o efeito da incorporagao do extrato nas propriedades mecanicas do filme
de quitosana por analise Dindmico Mecanica (DMA).

e Avaliar a citotoxicidade e as atividades antimicrobiana e cicatrizante in vitro dos
filmes de quitosana contendo ou nao o extrato hidroalcodlico de folhas de C. arabica
L.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DAS FOLHAS DE CAFE

4.1.1 Obten¢ao do material botanico

As folhas de C. arabica L. foram coletadas na Fazenda Campo do Meio, no
municipio de Candeias-MG, CEP 37280-000, com as coordenadas geograficas:
latitude 20°49°36,6” S; longitude 45°08’15.4” W, em fevereiro de 2021. Sua exsicata
esta depositada no Herbario Leopoldo Krieger do Departamento de Boténica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF, sob o numero CESJ73046.

Apods a coleta, as folhas foram submetidas a secagem em estufa (Famen,
modelo 002CB) a 35 °C (CECHINEL et al., 1998). Posteriormente, as folhas foram
trituradas em moinho de faca (Solab, modelo SL30) e o material vegetal obtido foi

peneirado em tamis n° 25 e pesado (ZOU et al., 2014).
4.1.2 Preparo do extrato

Para a obtencao do extrato das folhas de café, adicionou-se 20 g do material
vegetal seco e tamisado em 200 mL (1:10) de solucao hidroalcodlica na proporgéao
70% de etanol:agua. A extracdo foi realizada em ultrassom (Unnique, modelo
Ultracleaner 1400) durante 45 minutos, frequéncia de 42 kHz, em temperatura
ambiente (25 °C). Em seguida, o extrato obtido foi filtrado a vacuo, utilizando o papel
filtro, tipo milex, 11 ym. Por fim, o extrato foi concentrado sob vacuo em evaporador a
40 °C, congelando a -80 °C e liofilizado (JJCientifica, modelo LJJ04) por 24 h (ZOU et
al., 2014). Ap6s a liofilizagao o extrato foi pesado e mantido no dessecador em frascos
identificados e hermeticamente fechados. O rendimento do extrato foi obtido usando

a equacao abaixo:

massa do extrato obtido x 100

R% =
% massa das folhas secas
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Sendo:
¢ R%: Rendimento (em porcentagem)

4.1.3 Caracterizagao quimica do extrato

4.1.3.1 Determinacao de compostos fendlicos

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada por meio de
espectroscopia na regidao do visivel utilizando o método de Folin—Ciocalteu, com
pequenas modificagbes (DOWD,1959; FOLIN,1927). O acido tanico foi utilizado como
padrdo. A curva de calibracao foi preparada, com concentragdes que variaram de 7,5
a 350 pg/mL de uma solugdo metandlica de acido tanico (500 pg/mL). Para o
doseamento do extrato de folhas de C. arabica L. foi preparada uma solucéo estoque
a 500 pg/mL em metanol. Pocos somente com amostra e metanol foram utilizados
como branco do teste. Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 120 uL do
reagente Folin Ciocalteau 20%, 30 uL da amostra e 100 pL de carbonato de sodio 4%.
Decorridos 30 minutos de incubagdo ao abrigo da luz, a absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro a 770 nm. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata
e a média + desvio padrao foi utilizada para o calculo do teor de fendis. O conteudo
total de fendlicos totais foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de
acido tanico (EAT).

4.1.3.2 Identificagdo e determinagéo dos teores de 5-ACQ e mangiferina

Para identificar e quantificar os compostos acido clorogénico (5-ACQ) e
mangiferina foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), baseada na
metodologia desenvolvida por Segheto et al. (2018). A andlise foi realizada em um
cromatégrafo marca Waters ®, constituido por um sistema Alliance® composto pelo
modulo de separagao e2695 com detecgao pelo detector PDA2998.

A analise cromatografica foi realizada em coluna de fase reversa de silica
Promosil C18 de dimensbes 150 mm x 4,6 mm com particulas de 5 ym, marca Agela
Technologies. Os reagentes utilizados na fase mével foram metanol (Quimica
contemporanea Ltda, grau HPLC), acido acético (JT. Baker, grau HPLC) e agua
ultrapurificada em sistema Direct-Q® 3UV (Millipore). Os solventes foram filtrados em

membrana de 0,45 ym com o auxilio de um sistema acoplado a bomba de vacuo e
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degaseificados durante 15 minutos sob vacuo e ultrassom.

A fase movel foi preparada com agua ultrapurificada e acido acético na
proporgao 98:2 (Solvente A), e metanol, agua e acido acético na proporcao 90:5:5
(Solvente B). A coluna foi equilibrada com a fase movel, composta 82% do solvente A
e 18% do solvente B. Apds a injecao (50 pL) do extrato e padrdes, a eluicdo dos
compostos ocorrereu em um sistema gradiente de concentracdo dos solventes de
forma que a concentragéo do solvente B aumentou de 18% para 25% em 2 minutos e
de 25% para 36% em 13 minutos, retornando a 18% de solvente B e permanecendo
nessa condi¢cao por 10 minutos. O fluxo de eluicdo foi de 0,6 mL/min, a coluna foi
mantida a 40 °C no forno de aquecimento durante todo o processo e as amostras
foram mantidas a 25 °C no sistema de injegéo.

Os padroes de 5-ACQ (pureza = 95%) e mangiferina (pureza = 98%) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Ambos foram diluidos em 100% de
metanol (Quimica contemporéanea Ltda, grau HPLC). A curva de calibragdo foi
elaborada a partir do preparo das solugdes nas concentragdes de 250; 125; 62,5;
31,25 e 15,6 yg/mL. O extrato foi diluido em metanol: agua (95:5 v/v), na concentragao
de 5 mg/mL. Todas as analises foram realizadas em ftriplicatas e a leitura dos padrdes
e extrato foram realizadas no comprimento de onda 330 nm. Apds a analise
cromatografica, os dados foram coletados e processados utilizando o software

Empower®3.

4.1.4 Avaliagao de atividades biolégicas do extrato

4.1.4.1 Determinagéo da atividade antioxidante do extrato das folhas de C. arabica L.

Determinacéo da atividade antioxidante por meio do metodo de sequestro de radicais
livres (DPPH?")

A atividade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHz¢) foi
determinada pelo método descrito por Brand-Williams et al. (1995). Foram transferidos
para um poco de uma placa de 96 pocos, 100 uL de uma solugdo a 1 mg/mL do
extrato. Em seguida, foram realizadas diluicbes sucessivas 1:2 em metanol e
adicionados 150 pL de solugdo de DPPH a 20 pg/mL em metanol, obtendo-se as

concentracdes de 250 a 0,5 ug/mL. A placa foi incubada ao abrigo da luz e apdés 30
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minutos a absorbancia foi mensurada a 517 nm. O branco foi preparado da mesma
maneira, utilizando-se metanol no lugar da solugao de DPPH. Procedeu-se também a
medida da absorbancia do DPPH sem as amostras (controle negativo). Os testes
foram realizados em triplicata e a porcentagem (%) de inibicao de oxidagao do extrato

de folhas de C. arabica L.foi calculada da seguinte maneira:

(AbSDPPH - AbSamostra) x 100
Abspppy

%Inibicao =

Sendo:
e AbsprrH: Absorbancia mensurada para o radical DPPH em 20 pg/mL

e Absamostra: Absorbancia mensurada para as amostras.

Apds calcular as porcentagens de atividade antioxidante da amostra e padrao,
foi determinada a concentragéo inibitoria de 50% (Clso) em pg/mL, que € a quantidade
necessaria da amostra para reduzir em 50% a acao oxidante do DPPH. O controle

positivo utilizado foi a rutina cuja concentragao variou de 250 a 0,0005 pg/ mL.

Determinacdo da atividade antioxidante total pelo método do poder de redugéo do

complexo fosfomolibdénio

O ensaio foi baseado no método proposto por Prieto et al. (1999). O extrato
de folhas de C. arabica L. e os controles positivos, rutina e quercetina, foram diluidos
em etanol 70%, obtendo-se a concentragao de 500 ug/mL. Tubos de ensaio contendo
300 pyL da amostra em solugéo etandlica e 2 mL da solugao reagente (1,12 mL da
solugdo de fosfato, 0,48 mL de molibdato, 0,40 mL de H2SOs4) foram fechados
hermeticamente e colocados em banho-maria a 95 °C por 90 minutos. A leitura das
solugdes foi realizada em espectrofotdbmetro UV a 695 nm, utilizando como branco
para cada amostra, 300 yuL de solugdo estoque das mesmas e 2 mL do solvente
(hidroalcodlico 70 %). Os resultados foram expressos em porcentagem de atividade
antioxidante relativa (AAR%), sendo a capacidade antioxidante do extrato de folhas
de C. arabica L. expressa em relagcao aos padrdes de quercetina e rutina. A equagao
para o calculo da AAR% encontra-se abaixo (NEGRI et al., 2009; ZOCOLER et al.,

2009). Todo o experimento foi realizado em triplicata.
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(Absamostra _ AbsB—amostra) x 100
Abscp — Absp—cp

AAR% =

Sendo:
e Absamostra: Absorbancia mensurada para as amostras;
e Abscp: Absorbancia mensurada para os controles positivos;
e Absp-amostra: Absorbancia mensurada para o branco da amostra;

e Abss-cp: Absorbancia mensurada para o branco do controle positivo.

Determinacgéo da atividade antioxidante pelo sistema [3-caroteno/acido linoleico

A atividade de inibicao de peroxidacao lipidica foi avaliada pelo método -
caroteno/acido linoleico descrito por Melo e colaboradores (1989), com algumas
modificagdes. No preparo do extrato de folhas de C. arabica L. e do controle positivo
(rutina), o mesmo procedimento foi realizado. Foram preparadas solugdes estoque de
1 mg/mL em metanol e diluidas para obter as concentra¢des de 1000 a 31,3 pg/mL.
A emulsao contendo o B-caroteno e o acido linoleico foi preparada adicionando a um
erlenmeyer, 30 pL de acido linoleico, 265 uL de Tween 40, 500 yL de diclorometano
e 100 uL da solugéo B-caroteno a 10 mg/mL em diclorometano. Em seguida, a mistura
passou pelo processo de evaporagdo completa do diclorometano em nitrogénio
gasoso. No erlenmeyer, foi adicionado 30 mL de agua destilada previamente saturada
com oxigénio durante 1 h, agitou-se vigorosamente e adicionou-se agua até ajustar a
leitura da emulsao entre 0,6 e 0,7 de absorbancia em 470 nm. Preparada a emulséo,
foram adicionados 250 pL da emulsao e 10 pL das solugdes da amostra e do controle
a serem testados nos pogos da microplaca (obtendo-se as concentragdes finais nos
pocos da microplaca de 38,46 a 1,20 ug/mL). O controle negativo foi realizado com
250 pL desta emulsado e 10 pL de metanol para determinar o 100% de oxidacéo.

A placa foi incubada a 45 °C para acelerar as reagdes de oxidagao e iniciar o
descoramento do B-caroteno. As absorbancias foram obtidas em leitor de Elisa a um
comprimento de onda de 470 nm. As leituras foram obtidas em tempo zero e intervalos
de 15 minutos até completar 120 minutos de reac&o. Os resultados foram mensurados
por meio do calculo de porcentagem de inibigédo, calculada em relagado ao decaimento
da absorbéancia do controle negativo (Abscn), devendo ser menor que 0,2 para que se

considere 100% de oxidag¢ao do acido linoleico ap6s 120 minutos de reagéo. A queda



46

da absorbancia da amostra (Absamostra) foi relacionada a queda da absorbancia do
controle negativo, obtendo-se a porcentagem de inibicdo da lipoperoxidagéo (%l),
representada na férmula abaixo. Foi avaliada a curva de oxidagédo entre o controle
negativo, a amostra e o controle positivo rutina, utilizando o calculo de tangente para
encontrar os valores de F1 (capacidade de bloqueio da formagao de peréxidos) entre
15 e 45 minutos apos o inicio da reacao e F2 (capacidade de inibir outras reagdes
durante o processo oxidativo, que produzem espécies radicalares que aceleram a
oxidacao) entre 75 e 90 minutos apos inicio da reacdo (ALMEIDA et al., 2006). O

experimento foi realizado em triplicata.

Abscy = Absi — Absr Fl = TgAbSamostra
Abscn
AbSamostra = Absi — AbsF
TgAbSamastra
Fl=—m —
Abscn
(AbSCN B Absamostra) x 100
%I =
Abscn
Sendo:

e Abscn: Absorbancia mensurada para o controle negativo;
e Absamostra: Absorbancia mensurada para a amostra;

e Absi: Absorbancia inicial;

e Absr: Absorbancia final,

e Tg: Tangente.

4.1.4.2 Determinagéo da citotoxicidade do extrato das folhas de C. arabica L.

Cultivo celular

As células da linhagem L929 provenientes de fibroblastos de camundongo
Mus Musculus foram mantidas em garrafas de cultura celular com meio Dulbecco's
modified Eagle médium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado e 1% de antibiotico penicilina (100 Ul/mL) - estreptomicina (100 Ul/mL). As
garrafas contendo as células foram incubadas em estufa (Panasonic, COM-18ACL,
EUA) a 37 °C em atmosfera umidificada a 5% de COz. As células foram semeadas na

densidade de 5 x 108 células por garrafa e submetidas a transferéncia a cada 48 h em
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fluxo laminar.

Para o experimento as células inicialmente foram tripsinizadas e centrifugadas
a 1.500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 1 mL de meio DMEM. O numero de células viaveis foi avaliado por
meio do método de exclusdo do Azul de Tripan. Foram escolhidas as culturas de
células com ao menos 95% de viabilidade celular (FRESHNEY, 1987).

Avaliagdo da Viabilidade celular

Culturas de células L929 com alta viabilidade foram escolhidas e semeadas
em 100 pyL de meio DMEM a uma densidade de 5 x 103 de células por pogo em placa
estéril de 96 pogos e incubadas overnight a 37 °C em 5% COa. A solugéo estoque de
extrato de folhas de C. arabica L. foi preparada em diluicbes em série de 500, 250,
100, 50, 10 e 5 ug/MI em agua ultrapurificada e posteriormente acrescentadas aos
pocos (n = 6). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO:2 por 24
h e 48 h. Apds o tempo de incubacgéo, os meios de culturas forma removidos e o MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} (10 uL; 5 mg/mL) foi
adicionado, e as placas foram novamente incubadas por 4 h nas condigdes anteriores.
Apos esse periodo, a solugdo de MTT foi cuidadosamente removida e 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan
precipitados. A absorbancia foi medida em espectrofotbmetro Spectramax 190
(Molecular Devices, California, USA) em comprimento de onda 540 nm, apés 24 h e
48 h de tratamento e analisados usando o Prism versdo 6.00®. Para o controle positivo
foi utilizado uma solugcao de DMSO 5%. O controle contendo apenas meio de cultura
DMEM foi considerado como 100% de células viaveis e comparado aos tratamentos,
sendo os resultados expressos em porcentagem. Todas as analises foram realizadas

em triplicata e a porcentagem de viabilidade celular foi calculada utilizando a equacgao:

AbSgmostra X 100
Abscn

% Viabilidade =

Sendo:
e Absamostra; Absorbancia da amostra

e Abscn: Absorbancia do controle negativo
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4.1.4.3 Determinagdo da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de C.

arabica L.

Concentragao inibitéria minima

A concentragao inibitéria minima (CIM) do extrato hidroalcodlico de folhas de
C. arabica L. foi determinada por técnicas de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton
(MH) conforme descrito (CLSI, 2014). As linhagens Staphylococcus aureus (ATCC
25904), Staphylococcus epidermidis (ATCC 0016) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027) foram cultivadas a 37 °C durante 24 h em caldo MH. A solugédo estoque de
extrato de folhas de C. arabica L. foi diluida para a faixa de concentragéo de 4000 a
31,25 pyg/mL. Dessa forma, 100 yL de caldo Mueller Hinton e 20 yL de 108 CFU/mL
(de acordo com os padrdes de turbidez de 0,05 McFarland) de suspensdes
bacterianas foram inoculadas em microplacas, e o teste foi realizado em um volume
final de 200 uL. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Os experimentos
foram realizados simultaneamente para os padrées de mangiferina e 5-ACQ (200—-
1,56 pug/mL), bem como para o controle positivo (ciprofloxacino; 200-1,56 pg/mL)
(KUETE, 2017). A CIM foi definida com a menor diluicdo capaz de inibir o crescimento

bacteriano detectado visualmente. O experimento foi realizado em duplicata.

Concentragéao bactericida minima

A concentragdo bactericida minima (CBM) foi determinada por uma
modificagdo do método de Spencer et al (2004). Amostras (10 pyL) de cada pogo que
nao apresentou crescimento visivel no ensaio CIM foram inoculadas em placas petri
contendo agar MH recém preparadas, e incubadas a 37 °C por 24 h. A concentragéo
bactericida minima foi determinada considerando a menor concentragao da amostra

capaz de impedir o crescimento bacteriano visivel quando repicado.
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4.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS FILMES DE QUITOSANA
CONTENDO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE FOLHAS DE CAFE

4.2.1 Desenvolvimento dos filmes

Os filmes de quitosana foram obtidos pela técnica de evaporagao de solvente
segundo a metodologia de Escarcega et al., (2018), com algumas modificagdes. A
solugao precursora dos filmes foi constituida por uma solugao de quitosana a 2% (p/v),
preparada em acido acético 1% (v/v). Essa solucéo foi agitada em agitador mecanico
(Fisatom®) a 500 oscilagdes/min durante sessenta minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida, foram adicionados o plastificante (glicerina 5%) e o extrato seco de folhas
de C. arabica L. (em diferentes concentragbes demostrado na tabela 1) e a agitacao
prosseguiu por mais trinta minutos. As solugdes resultantes foram degaseificadas
utilizando banho ultrassénico (Unnique, modelo Ultracleaner 1400), por duas horas.
Por fim, as solu¢des foram vertidas em placas petri (didametro de 9 cm) em volumes
de 12 mL e secas a 60 °C em estufas (Tecnal, modelo TE-371) por 24 h. Apds a
secagem, os filmes foram recortados com auxilio de um bisturi em tamanhos fixos de
4 cm x 1,5 cm, embalados em papel aluminio e armazenados em um dessecador
contendo silica gel para as analises posteriores (Figura 10). A espessura média dos

filmes foi de 0,01 mm.

Figura 10: Representagao esquematica do desenvolvimento dos filmes.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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Para fins de comparacao, além dos filmes contendo o extrato de folhas de C.
arabica L. foram preparados filmes brancos (sem adigdo do extrato). As

concentracdes das diferentes formulagdes estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Concentragéo dos constituintes das formulagdes nos filmes.

Amostras Quitosana Glicerina Conc. extrato Conc. extrato
(g/mL) (% viv) na solugao no filme
(mg/mL) (mg/cm3)
Q-SEFC 0,02 5 - -
Q-EFCA1 0,02 5 6,62 125
Q-EFC2 0,02 5 13,25 250
Q-EFC3 0,02 5 26,5 500

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm?® de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm? de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato. Espessura média do filme: 0,01 cm (determinado por andlise
micrométrica).

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

4.2.2 Caracterizagao fisico-quimica dos constituintes da solugao precursora

dos filmes

4.2.2.1 Determinagédo da Condutividade elétrica e Potencial Zeta (PZ).

A medida do potencial zeta foi determinado a 25 °C, utilizando o equipamento
Zetasizer Nanoseries da Malvern (modelo Nano-ZS90), por meio da técnica padréao
Malvern velocimetria por laser doppler (Laser Doppler Velocimetry) acoplado com
“‘M3-PALS analise de fase por espalhamento de luz (Phase Analysis Light Scattering)”,
a um angulo de espalhamento de luz a 173°. As amostras foram inseridas em uma
cubeta capilar de polietileno acoplada a eletrodos. O valor final de potencial zeta foi
calculado como a média de cinco medidas independentes com cinco contagens cada,
e o tratamento dos dados executado com o auxilio do programa Microcal Origin 9.0®
(LANNA et al., 2015).

4.2.2.2. Distribuigdo do tamanho de particula por Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS)

O tamanho dos agregados moleculares das solugdes precursoras foi

determinado por meio de um médulo fotométrico de medidas de espalhamento de luz
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dindmico (DLS) utilizando equipamento Zetasizer Nanoseries da Malvern (modelo
Nano-Z2S90), a 25 °C. As amostras foram inseridas em cubeta de polietileno de 1 cm
de caminho 6ptico, padrao Malvern, e submetidas a um feixe de luz monocromatico
(Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda de 633 nm), com intensidade de luz
espalhada medida a um angulo de 90°. Valores de diametro hidrodinamico (Dh) foram
determinados pela média de cinco medidas independentes, sendo cada uma delas
obtida a partir da média de cinco contagens (LANNA et al., 2015). As medidas foram
realizadas com amostras em diferentes concentragdes e o tratamento dos dados foi

executado com o auxilio do programa Microcal Origin 9.0®.

4.2.2.3 Determinagcdo dos parédmetros reoldgicos das solugbes precursoras

O comportamento reolégico das solugdes precursoras foi investigado por
reologia estacionaria em um redmetro automatizado DHR1 da T.A. Instruments. A
avaliagao do perfil newtoniano ou ndo newtoniano foi obtida por meio da avaliagcao de
curvas de fluxo e de viscosidade, através de varredura da tensao de cisalhamento em
funcdo da taxa de cisalhamento, isotermicamente; e medindo-se a viscosidade em
funcdo da temperatura, isorrotacionalmente. Os experimentos de fluxo foram
realizados utilizando geometria placa-placa, gap de 1000 ym, taxa de cisalhamento
variando de 1 até 500 s-!, a 25 °C (controlado via placa peltier). Os experimentos em
funcao da temperatura foram realizados varrendo-se ciclicamente a temperatura de 5
°C a 80 °C, numa taxa de cisalhamento constante de 5 s™' (LANNA et al., 2015).

4.2.3 Caracterizagao fisico-quimica dos filmes
4.2.3.1 Determinacéao do peso médio
A determinagéo do peso médio dos filmes foi realizada por meio da pesagem
de dez amostras individuais de cada filme em balanga eletrénica (Marte, modelo

AUW220D). Os valores foram reportados com o valor médio + desvio padrao (SHAH
et al., 2019).
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4. 2.3.2 Determinagdo da espessura

As espessuras dos filmes foram medidas com a utilizacdo de um micrémetro
digital portatil (DGIMESS, modelo IP65) com 0,001 mm de preciséo na faixa de 0-25
mm. As analises foram realizadas em triplicata avaliando quatro medi¢cdes em pontos
distintos para cada amostra de filme, e posteriormente a espessura foi reportado com

o valor médio * desvio padrao (DEVI et al., 2017).

4.2.3.3 Determinagdo das propriedades opticas

A determinacao das propriedades Opticas dos filmes foram realizados por
meio da medi¢cao de cor e estimativa de opacidade. A analise instrumental do perfil
colorimétrico dos filmes foi realizada utilizando o colorimetro (Chroma Meter, modelo
CR-400/410). Uma placa de cor branca padrao (L = 97,39; a = -0,33; b = 3,54) foi
usada para calibragdo do equipamento e como background para as medidas de cor,
com leitura direta da reflectancia das coordenadas L*; a* e b*. A leitura de todas as
amostras foi realizada em triplicata, analisando cinco medi¢des de cada formulacao,
e posteriormente submetido ao calculo da média aritmética (DEBONE et al., 2019). A
partir dos dados das coordenadas L*, a* e b*, foram determinados os parametros de

croma (C*) e tonalidade (H°), conforme a equagéao abaixo:

C x= V@7 F (b %)? H = Tan-1(%™)

A opacidade dos filmes foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Escarcega et al. (2018), com algumas modificagdes. As amostras dos
filmes foram recortadas em formato retangular (4 cm x 1 cm), e posteriormente
posicionadas no local da cubeta de modo perpendicular ao feixe de luz. Uma célula
de teste vazia foi usada como a referéncia. A leitura de todas as amostras foi realizada
em triplicata, no comprimento de onda de 600 nm no espectrofotémetro (Shimadzu,

modelo UV-1800), e a opacidade, calculada conforme a equagao abaixo:

—Abses00

Opacidade =
pacidade 7
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Sendo:
e Absso0: Absor¢cdo da amostra a 600 nm

e E: Espessura do flme em mm.

4.2.3.4 Determinacao da umidade

A porcentagem de umidade de todos os filmes foi determinada pelo método
gravimétrico, de acordo com Shah et al (2019). Os filmes foram pesados em balanca
analitica (Pi) (Marte, modelo AUW220D), e em seguida acondicionadas por 24 h em
estufa Nova ética (modelo 440/4ND), com circulacao forgada de ara 105 + 2 °C. Apos
este periodo, os filmes foram novamente pesados, identificando sua massa final (Ps).
As analises foram realizas em triplicata, e a porcentagem de umidade foi determinada

pela equagao abaixo:

(Pi — Pr) x 100

Umidade (%) = )

Sendo:
e Pi: Peso inicial dos filmes

e Pr: Peso final dos filmes

4.2.3.5 Determinagédo do grau de intumescimento e solubilidade

Para determinar o grau de intumescimento, os filmes foram armazenados por
24 h em dessecador contendo silica, a fim de retirar a umidade presente nas amostras.
Apos esse periodo, os filmes foram pesados (Po) em balanga analitica (Marte, modelo
AUW220D) e, em seguida, submersos em fluido de ferida simulado (constituido por
0,68 g de NaCl, 0,22 g de KCl, 2,5 g de NaHCOs e 0,35 g de NaH2PO4em 100 mL de
agua destilada a pH 7,4), durante 24 h a 37 °C. As amostras foram retiradas do fluido
de ferida simulada com o auxilio de uma pin¢a, e depositada sob papel filtro por 1
minuto, com o intuito de retirar o excesso de agua. As amostras foram pesadas
novamente (Pi) no tempo 1 h, 2 h, 3 h, 6 h e 24 h. A capacidade de intumescimento
dos filmes foi determinada em triplicata por meio da equagao abaixo (PANSARA et al.,
2020).
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Pr—Pox100

Intumescimento (%) =
Po
Sendo:

e Po: Peso inicial dos filmes

e Pi: Peso dos filmes intumescidos

A fim de avaliar a solubilidade, os filmes, apds o ensaio de intumescimento
foram inseridos em estufas de secagem (Tecnal, modelo TE-371), a 60 °C por24 h e
posteriormente pesados (ESCARCEGA et al., 2018). Todas as andlises foram
realizadas em triplicata, e a solubilidade dos filmes foi calculada pela seguinte

equacao:

(Po — Ps) x 100

Solubidade (%) = P
0

Sendo:
e Po: Peso inicial dos filmes

e Ps: Peso dos filmes apos o processo de secagem

4.2.3.6 Analise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA)

Para avaliagcdo do perfil térmico dos filmes, em comparagdo com os
precursores (p6 de quitosana e extrato de folhas de C. arabica L.), foram obtidas
curvas TGA/DTA das amostras. Os experimentos foram realizados em um analisador
termogravimétrico simultaneo TGA/DTA, da marca HITACHI (modelo STA7200RV),
com fluxo de ar de 300 mL/min, com razao de aquecimento de 30 °C/min, variando
desde a temperatura ambiente até 1100 °C, com massa aproximada de 2 mg em
cadinho de alumina (LANNA et al., 2015).

4.2.3.7 Espectroscopia eletrbnica vibracional na Regido do Infravermelho

Para identificar possiveis interagdes intermoleculares entre os componentes
do extrato de folhas de C. arabica L. com a quitosana foi realizado o ensaio de
espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho por meio de um

Espectrofotdmetro Perkin-Elmer (modelo Spectrum Two).
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As amostras (filmes, quitosana em poé e extrato de folhas de C. arabica L.)
foram analisadas utilizando o modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Os
espectros foram obtidos com média de 16 varreduras consecutivas, com resolugao de
2 cm™ e intervalo de onda de 4000 a 700 cm. Posteriormente, os dados foram
exportados para o Microcal Origin 9.0 ® (LANNA et al., 2015).

4.2.3.8 Caracterizagbes dos filmes por Analise Dinédmico Mecénica nos modos axial

e rotacional

O comportamento reoldgico dos filmes foi avaliado por meio de Analises
Dinamico Mecanicas, utilizando-se o rebmetro automatizado DHR1 da T.A.
Instruments acoplado ao acessorio de DMA de fixacgao linear, a temperatura de 26 °C.
Durante os ensaios de tracao, os filmes foram fixados no acessorio e submetidos a
uma tracdo com velocidade constante de 25 um/s, até a ruptura. Para os experimentos
no modo tangencial, os filmes foram fixados no acessoério, com um gap de 3 cm e
submetidos a rotagdo a uma velocidade angular de 1 rad/s.

Os experimentos foram realizados em triplicata, construindo um grafico de
tensdo x gap (para o modo axial) ou tensédo x angulo (para o modo rotacional) para
cada filme na presencga e na auséncia de extrato, para fins de comparacéao (ALTIOK
et al., 2010). Inicialmente todos os dados foram manipulados usando o programa

TRIOS e subsequentemente foram exportados para o Microcal Origin 9.0®.

4.2.3.9 Determinagéo da liberagéao in vitro

O estudo de liberagdo dos compostos 5-ACQ e mangiferina a partir dos filmes
foi realizado inserindo parte dos filmes (tamanho de 1 cm x 1 cm) em frascos contendo
5 mL de solucédo salina. Os frascos foram mantidos em agitador orbital Shake
(Glenlab, modelo CE 725/R) com agitacao (200 rpm) a 37 £ 0,5 ° C por um periodo de
24 h (CHEN et al., 2019). Em seguida, a porcentagem de liberagdo de 5-ACQ e
mangiferina foi avaliada no meio extrator por meio da quantificagdo desses

marcadores por CLAE, conforme descrito anteriormente (item 4.1.3.2).
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4.2.4 Caracterizagao da atividade bioldgica dos filmes

4.2.4.1 Determinag&o da citotoxicidade in vitro

Células L929 foram semeadas a uma densidade de 1 x 10° células/pogo em
placa de cultura contendo 24 pocos com meio DMEM, sendo mantida a 37 °C, em
uma atmosfera de 5% de CO:2 durante 24 h. Posteriormente, e os filmes foram
recortados no tamanho de 1 cm x 1 cm, adicionados aos pogos (n = 4) e as placas
foram novamente incubadas por 24 e 48 h. Apds o periodo de incubacéao, os filmes
foram retiradas com auxilio de uma pinga e a viabilidade celular foi avaliada de acordo

com a metodologia descrita no item 4.1.4.2, conforme representado na Figura 11.

Figura 11: Representacdo esquematica do ensaio de citotoxicidade in vitro.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

4.2.4.2 Determinagéo da atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana dos filmes foi determinada, pelo método de difusdo
em agar, segundo Santos et al., 2019, com algumas modificagdes.

Primeiramente, os filmes foram recortados no tamanho de 1 cm x 1 cm e
inseridos em diferentes tubos de polipropileno contendo 5 mL de solucao salina e o
sistema foi mantido sob agitacdo constante (200 rpm) durante 24 h, a 37° C.

Posteriormente, uma aliquota do liquido extrator foi utilizada para o ensaio de
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atividade antimicrobiana.

As cepas empregadas neste estudo foram Staphylococcus aureus (ATCC
25904), Staphylococcus epidermidis (ATCC 0016) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027) importantes na microbiota de feridas da pele. Esses micro-organismos foram
repicados e incubados em agar MH a 37 °C durante 24 h. Apds esse periodo, as
suspensdes bacterianas foram transferidas, separadamente, para tubos contendo
solucao salina esterilizada para obter uma densidade optica de 0,5 Mac Farland
(108 UFC/mL). Com o auxilio do swab foram inoculadas uniformemente sobre a
superficie de uma placa Petri contendo meio de cultura MH. 50 uL das amostras foram
inseridas em pogos previamente preparados, e as amostras foram incubadas a 37
°C, por 24 h. O teste foi realizado em triplicata, tendo o disco do antimicrobiano
ciprofloxacino como controle positivo. Apds o tempo de incubagéo, foi determinado a
zona de inibicdo, medindo-se o halo formado com o auxilio de uma régua graduada,

conforme representado na Figura 12.

Figura 12: Representacédo esquematica do ensaio de halo de inibicdo microbiana.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

4.2.4.3 Determinagé&o da atividade cicatrizante in vitro

O ensaio de cicatrizagao in vitro simula a proliferacédo e migracéo de células
durante a lesdo da ferida. As células L929 foram semeadas a uma densidade de 1 x
10° células/mL em placas de 24 pogos e incubadas em meio DMEM, a 37 °C, e 5%
de COz2. Apds a confluéncia das células, foi feita uma ranhura no centro de cada pogo
com o auxilio de uma ponteira estéril de 200 pL. Os pogos foram lavados com PBS
para remover os residuos celulares que resultaram dos arranhdes, e em seguida, as
células foram tratadas com os filmes (Q-SEFC; Q-EFC1; Q-EFC2 e Q-EFC3)
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recortados no tamanho de 1 cm x 1 cm (Figura 13). As imagens dos arranhdes em
cada pocgo foram capturadoa em 0, 24 e 48 h apds a incubacao, utilizando uma camera
microscoépica digital (AmScope MU1000) conectada a um microscopio invertido
integrado (SOUBHAGYA et al., 2020). A espessura da area de risco foi medida e
analisada utilizando o software ImagedJ. A porcentagem de fechamento das ranhuras

foi calculada utilizando a equagao abaixo, descrita por Yue, et al, 2010:

(At=0h) — Ae=A h) x 100
(Ae =0)

% Fechamento =

Sendo:
¢ At=0h: A medida da area da ranhura imediatamente apds sua realizagao.
e At =Ah: A medida da area da ranhura apds 24 ou 48 h de incubagdo com as

amostras.

Figura 13: Representacéo esquematica do ensaio de cicatrizagao in vitro.

Células L929 . Filmes 7
(1Temxiem)
._; ',)' E=TE

i N

—_— s - = —_— ] =, — — —
T 241 E ath
\ = % e 0= Fil r T o x
Célutas 1929 foram semeadas a uma Asplacasforam  Apesaconfluéncia das célulag, 1S MMES il i As placas foram incubadas
densidade de 1% 105 células/poco  incubadas em estufas a fol feita uma ranhura com uma HoEROgECaTRNinE em estufas a 37°C por 24h

em placas de 24 pocos arec ponteira estérl de 200 pl Cultura celiar & 48h de ratamento

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey para medir o grau de significancia para p < 0,05, utilizando o software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc).
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
CAFE

5.1.1 Rendimento do extrato

Ao final do processo de secagem e moagem, as folhas de C. arabica L. foram
pesadas e obteve-se 336,3 g do material vegetal (Figura 14). Em seguida, apos a
extragdo pelo método de ultrassom em uma solugéo hidroalcodlica, e secagem do
extrato em rotaevaporador e liofilizador (Figura 15), foram obtidos 38,7 g de extrato
de folhas de C. arabica L., equivalente a um rendimento percentual de extracao de
11,5 %.

Figura 14: Processo de obtencdo do material vegetal.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

Figura 15: Processo de obtencgao do extrato de folhas de C. arabica L.

-
e,
|

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)
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5.1.2 Caracterizagao quimica do extrato

5.1.2.1 Determinag&o dos compostos fendlicos

A andlise de teor de fendlicos totais do extrato de folhas de C. arabica L.
equivalentes em acido tanico confirmou a presenca dessas substancias na
composicédo do extrato. Os resultados demonstraram que cerca de 7,4% da
composicao total do extrato € representado por substancias fendlicas (73,9 £ 2,7 mg/g
EAT).

O resultado esta de acordo a literatura acerca do processo de extragdo na
obtenc&o de compostos fendlicos em solugdes polares (DOMINGUES-JUNIOR et al.,
2012). Compostos fendlicos presentes em extratos, como acido clorogénico e
mangiferina, demonstram grande afinidade aos solventes etanol e 4gua, sendo estes
capazes de extrai-los (PANUSA et al., 2013; HUMARYANTO et al., 2019; SAHA et al.,
2016).

Corroborando com o supracitado, Segheto e colaboradores (2018) confirmou
a eficiéncia de extragcdo dos compostos fendlicos de folhas de C. arabica L. em
diferentes solventes obtendo variagdes de 1,7 a 20,6 g/100 g EAG de compostos
fendlicos no extrato, sendo a fracdo de acetato de etila a que apresentou maior teor
de compostos fendlicos totais.

Os resultados obtidos no presente estudo apresenta-se proximo ao intervalo
67,6 £ 0,8 mg/g EAT de compostos fendlicos, citado por Chen e colaboradores (2014),
que avaliaram extratos de folhas de café jovens ndo fermentadas, bem como no
estudo de extratos de folhas de C. arabica L. realizada por Acidri et al., (2020) com
intervalo entre 65,1 a 71,5 mg/g EAT, variando de acordo com o estagio de
desenvolvimento foliar. Constatou-se, portanto, que o extrato de folhas de C. arabica
L. apresenta teores significativos desses compostos.

A investigagdo de substancias fendlicas presentes nas folhas de café esta
constantemente associada a avaliagao de mecanismos de defesa para fatores bi6ticos
e abiodticos (CAMARGO et al., 2010; CHEN, 2019). Logo, estudos associados ao
desenvolvimento de produtos farmacéuticos que utilizam extratos de folhas de café

sao pouco desenvolvidos.
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5.1.2.2 Identificagdo e determinagéo dos teores de 5-ACQ e mangiferina

A identificagdo do acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e mangiferina no extrato
hidroalcoodlico das folhas de C. arabica L. foi realizada por meio das analises
cromatograficas, sendo confirmada pelo tempo de retencdo das substancias pelos
cromatogramas e pelas sobreposi¢cdes dos padroes de 5-ACQ e mangiferina. A Figura
16 demonstra os cromatogramas dos padrdes e extrato de folhas de C. arabica L. no

comprimento de onda de 330 nm, respectivamente.

Figura 16: Cromatograma dos padrdes 5-ACQ e mangiferina (A) e extrato das folhas
de C. arabica L (B).
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mangiferina; B- Cromatograma do extrato das folhas de C. arabica L.
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

Conforme os cromatogramas, torna-se perceptivel que houve um aumento da

area dos bandas apods a coinjegdo com os padrdes de 5-ACQ e mangiferina. O tempo
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de retencéo (TR) dos padrdes coincidiu com o tempo de retengdo das amostras. Com
relacdo ao padrdo de 5- ACQ, o TR foi de 6,49 minutos. A amostra por sua vez,
também apresentou resultado similares com o TR identificado em 6,51 minutos. Para
o padrao de mangiferina obteve-se um TR de 8,81 minutos, resultado semelhante ao
obtido pela amostra que exibiu o TR de 8,83 minutos.

Apos a identificacdo dos compostos na amostra, os teores de 5-ACQ e
mangiferina presente no extrato hidroalcoolico das folhas de C. arabica L. foram
quantificados a partir das curvas de calibracdo dos respectivos padrdes. Apds a
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, foram obtidas as
equacglOes da reta, sendo y = 91700x + 486000, com coeficiente de correlagdo R?
=0,999127 para o 5-ACQ; e y = 49100x + 166000, com R? = 0,996055 para a
mangiferina, onde y corresponde o teor do compostos e x a area correspondente do
banda da amostra. Diante dos dados, os teores de 5-ACQ e mangiferina presente no
extrato das folhas de C. arabica L. foram de 2,1 + 0,2g/100g de extrato e 1,7 + 0,3
g/100g de extrato, respectivamente.

A comparagao quantitativa do teor de 5-AGC e mangiferina no extrato de
folnas de café em diferentes estudos € uma analise desafiadora, uma vez que o
processo de biossintese dos metabdlitos secundarios depende das espécies, regiao
de colheita, época da colheita, estagio de desenvolvimento foliar e condicdes
ambientais em que estdo inseridas (MONTEIRO et al., 2020). Adicionalmente, fatores
como tempo de extracdo, temperatura e solvente podem obter maiores ou menores
teores dos compostos bioativos (HUMARYANTO et al., 2019). Desse modo, foi
abordado diferentes vertentes dos resultados ja dispostos na literatura.

A variabilidade no teor de ambos compostos em relagdo as condigcdes
ambientais é ressaltada por Almeida et al. (2019) que ao analisarem o teor de 5-ACQ
e mangiferina observaram variagdes no teor de acordo com a regido brasileira, sendo
Minas gerais a que demonstrou maiores teores. Com relagédo as espécies, Monteiro
et al. (2020) observaram que o conteudo de 5-ACQ em folhas jovens, variaram de
3,57 a 8,08 g/100g de matéria seca entre as espécies C. arabica, C. eugenioides, C.
canephora e C. racemosa, sendo as duas primeiras espécies as que apresentaram
maiores teores do 5-ACQ.

Outro fator determitante no teor de ambas substancias presentes nas folhas
de café é o estagio de desenvolvimento foliar. Acidri e colaboradores (2020),

observaram que o teor de 5-ACQ, trigonelina e mangiferina foi superior em folhas
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jovens (0,39; 0,067 e 0,009 g/100g, respectivamente) quando comparada as folhas
maduras (0,248; 0,047 e 0,006 g/100g, respectivamente). Corroborando com o
mesmo contexto, Trevisan et al. (2016) também evidenciaram que a concentragao de
mangiferina nos extratos de metanol em folhas de café variaram de 0,048 a 0,417
g/100g, sendo superiores em folhas jovens e obtidas de arvores crescendo em
plantagdes sob incidéncia de luz solar.

Por fim, Segheto e colaboradores (2018), reitera que o teor de 5-ACQ e
mangiferina alteram de acordo com o solvente utilizado na extracdo e fragdes,
apresentando valores que variaram de 2,3 a 5,5 g/100g de 5-ACQ no extrato e 1,5 a

4,0 g/100g de mangiferina no extrato, resultados proximos ao disposto trabalho.

5.1.3 Caracterizacao das atividades biolégicas do extrato

5.1.3.1 Determinacgéo da atividade antioxidante do extrato das folhas de C. arabica L.

O DPPH é caracterizado como um radical organico estavel que apresenta um
atomo de nitrogénio em sua estrutura, contendo uma colorag&o purpura e absorgéo
maxima na faixa de 515-520 nm. Na presenga de uma substancia doadora de
hidrogénio, o radical organico € reduzido para a coloragdo amarela, e com isso a
intensidade de sua absorgao diminui (ALMEIDA et al., 2006).

No ensaio de DPPH- do presente estudo, os resultados foram expressos em
Clso (Tabela 2). Dessa forma, quanto maior o consumo de DPPH-« pela amostra, maior
€ a capacidade antioxidante, e menor é o Clso. Neste ensaio, o extrato das folhas de
C. arabica L. apresentou Clsode 13,5 £ 1,1 ug/mL. As analises estatisticas revelaram
diferenca significativa do valor de Clso encontrado entre o extrato das folhas de C.
arabica L. e o controle positivo rutina (p < 0,05).

O ensaio do complexo fosfomolibdénio é determinado por meio da capacidade
da substancia antioxidante formar um complexo verde caracterizado pela reducao do
complexo fosfomolibdénio (ORHAN et. al., 2006; MALAFRONTE et al., 2009). Os
resultados encontrados na atividade antioxidante de extrato das folhas de C. arabica
L. nesse ensaio (Tabela 2), foi avaliada em relacdo a semelhanca de atividade
antioxidante relativa (AAR%) da quercetina e rutina (controles positivos), sendo o
resultado expresso em porcentagem relativa de cada substancia. Dessa forma, o

extrato hidroalcodlico das folhas de C. arabica L. apresentou atividade antioxidante
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relevante (54,8 £ 1,9 de AAR% a rutina) quando comparada a rutina e um menor efeito

antioxidante quando comparada com a quercetina (17,1 £ 0,6 de AAR% a quercetina).

Tabela 2: Avaliacao da atividade antioxidante de extrato hidroalcodlico das folhas de
C. arabica L. frente aos métodos de DPPH, reducao do complexo fosfomolibdénio e
inibicdo do sistema [(3-caroteno/acido linoleico.

i B-caroteno/acido lino-
DPPH CAT leico (38,46 pg/mL)
Amostras
CI50 AAR% AAR% Inibicao F1 F2
(mg/mL)  quercetina (%)
rutina
Extrato de 548+
C. arabica 13,5+11a 17,1+0,6b 1 ,9b_ 53,3+2,9 0,4+0,0c 0,6+0,2
L. ’
Rutina 0,5+0,3 -—- - 56,7+22 0,1+0,0 13204

Clso, concentragéo inibitoria de 50%. a, indica que houve diferenca estatistica entre os valores de CI50
para extrato hidroalcodlico das folhas de C. arabica L. e o controle positivo rutina. b, indica diferenca
estatistica em relagdo aos controles positivos rutina e quercetina. ¢, indica diferenca estatistica entre
extrato das folhas de C. arabica L. e rutina em relagdo ao bloqueio de radicais livres formados na
primeira fase da lipoperoxidacéo (F1). Resultados expressos na forma de média + desvio padréo
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Por fim no ensaio B-caroteno/acido linoleico, a oxidagao do acido linoleico,
proveniente da remogao de atomos de hidrogénio de seu grupo metileno origina os
radicais livres. Esses radicais livres promovem a oxidagao do [3-caroteno, ocasionando
descoloracédo do meio. Contudo, quando ambos estao inseridos em um meio contendo
substancias antioxidantes ocorre a conservagao da coloragao alaranjada do B-
caroteno, devido a capacidade de neutralizar tais radicais livres (HATAMI et al., 2014).
Dessa forma, o objetivo do presente estudo € observado pela curva de
decaimento, na qual € mostrada a conservagao da absorbancia do 3-caroteno quando
tratado com o extrato de folhas de C. arabica L e o controle rutina. Os resultados da
porcentagem de inibigdo de extrato das folhas de C. arabica L. e de rutina na maior
concentracao utilizada, 38,5 ug/mL, junto também da sua eficiéncia antioxidante (F1

e F2) estdo disponibilizados na Tabela 2 e Figuras 17 e 18.



65

Figura 17: Porcentagem de inibicao da lipoperoxidagao das concentracdes de 38,5 a
1,2 yg/mL do extrato hidroalcodlico das folhas de C. arabica L. e do controle positivo
rutina.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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Os resultados demonstram que o extrato das folhas de C. arabica L.
apresentou uma porcentagem de inibicado da oxidagao do acido linoleico promissora,
ao inibir cerca de 53,3 + 2,9 % da peroxidagao deste acido graxo, sendo considerado
estatisticamente semelhante ao controle positivo rutina (p > 0,05). Os valores de F2
também foram considerados estatisticamente semelhantes, quando comparado o
extrato das folhas de C. arabica L. e rutina. A Figura 18 demonstra o potencial
antioxidante do extrato das folhas de C. arabica L, ao preservar a coloragdo do [3-
caroteno no comprimento de onda de 470nm ao longo do tempo de 120 minutos (p >
0,05).

Figura 18: Perfil de decaimento da absorbancia do -caroteno (Curva de oxidagao)
nas concentragdes de 38,5 a 1,2 ug/mL para o extrato das folhas de C. arabica L.,
controle positivo rutina e controle negativo contendo a emulséo e o metanol.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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Os ensaios antioxidantes descritos elucidaram que o extrato hidroalcodlico
das folhas de C. arabica L. apresenta uma promissora atividade antioxidante, uma vez
que obteve um ICs0 13,5 + 1,1 yg/mL para o sequestro do radical DPPH, bem como
uma inibicdo de peroxidagéo lipidica 53,3 + 2,9%. Estudos anteriores ja evidenciaram
as propriedades antioxidantes nas folhas de café, utilizando o teste do sequestro do
radical DPPH e co-oxidagao do B-caroteno/acido linoleico, encontrando valores que
variaram entre 74 + 0,1 a 122,7 + 1,4 pg/mL e 329 £ 0,5 a 52,5 £+ 0,5%
respectivamente. Neste caso as fragdes que utilizaram solventes polares foram as que
apresentaram maiores atividades antioxidantes (SEGHETO et al., 2018).

Acidri e colaboradores (2020) estudaram a composicdo quimica e a
capacidade antioxidante de distintas partes do cafeeiro como sementes, folhas, caules
e raizes, bem como em distintos estagios de desenvolvimento. Neste caso, observou-
se que as folhas de café foram as que apresentaram maior atividade antioxidante, e
embora nao existisse diferenga significativa entre os estagios de desenvolvimento das
folhas, houve uma diminuigdo consistente das capacidades antioxidantes induzidas
pela senescéncia das mesmas.

As espécies reativas de oxigénio sdo uma forma de radicais livres proveniente
do metabolismo celular e reativo a organismos invasores. Durante a cicatrizacao eles
sdo importantes mediadores no processo de sinalizacdo celular e inflamacao,
promovendo atividades quimiotaticas de fatores de crescimentos e induzindo
indiretamente a metalopeptidase na matriz extracelulares. Contudo, embora esse
mecanismo seja fisioldgica, uma producédo excessiva de ERO, causada por fatores
diversos, pode ocasionar danos prejudicial aos tecidos (FITZMAURICE et al., 2011).

O estresse oxidativo pode comprometer o processo de cicatrizagao por danos
nas membranas celulares, acidos nucléicos e proteinas. Adicionalmente, ainda pode
desencadear a morte de fibroblastos. Dessa forma, compostos antioxidantes sao
importantes mediadores na regulagdo dos danos celulares promovidos por ERO,
reduzindo os efeitos adversos das feridas provenientes do processo inflamatério
(FITZMAURICE et al., 2011; SUNTAR et al., 2012).

5.1.3.2 Determinagéo da citotoxicidade do extrato das folhas de C. arabica L.

A fim de analisar a seguranga do uso topico do extrato das folhas de C. arabica

L. visando o tratamento das feridas, o perfil citotoxico do mesmo frente a linhagem de
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fibroblastos foi avaliado por meio do ensaio do sal de tetrazolio (MTT) (COLOBATU et
al., 2019). Esse método colorimétrico consiste na quantificacdo da formacdo de
cristais de formazan, em consequéncia da reducao do anel tetrazolio do MTT, pela
acao das enzimas succinato desidrogenase, presentes nas mitocondrias. Dessa
forma, os cristais de formazan originado quando solubilizados com DMSO, formam
uma solugdo purpura a qual é quantificada em espectrofotdmetro. Portanto, a
viabilidade celular é proporcional a formagao dos cristais de formazan (LOBNER,
2000; PATEL et al., 2018). Os dados de viabilidade celular do extrato das folhas de

C. arabica L. em diluigbes de 500, 250, 100, 50, 10 e 5 pg/mL, bem como dos controles
meio DMEM e DMSO 5% estédo apresentados na Figura 19.

Figura 19: Avaliacio da citotoxicidade do extrato de folhas de C. arabica L. frente a
linhagem celular L929 apds 24h e 48h de exposicéo.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

De acordo com a norma ISO 10993-5: 2009, a viabilidade celular acima de
70% é considerada nao citotoxica para as células. Por outro lado, existem relatos de
que, para um produto quimico ser considerado irritante para a epiderme humana, a
viabilidade celular mensurada pelo ensaio do MTT deve ser menor ou igual a 50%
(MARQUES et al., 2017; OECD, 2010).

Durante a exposicdo do extrato no periodo de 24h as amostras nas
concentragdes de 500, 250, 100, 50, 10 e 5 pg/mL apresentaram viabilidades celulares
de 108,6%, 98,5%, 97,5%, 101,1%, 104,8%, 104,9%, respectivamente. Nesse caso,
nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as diferentes concentracdes

e o grupo controle (p > 0,05). Em contraste, o DMSO 5% reduziu a viabilidade celular
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para 34,5%. Para a exposicido de 48h, nas concentrag¢des de 500, 250, 100, 50, 10 e
5 pg/ mL do extrato de folhas de C. arabica L. e DMSO 5% as viabilidades celulares
foram 100,7%, 99,9%, 94,3%, 105,0%, 103,9%, 104,9%, e 28,6%, respectivamente,
nao havendo diferenga significativa entre as concentragbes do extrato e o grupo
controle (meio DMEM) (p > 0,05).

Portanto, com base nos resultados obtidos, o extrato de folhas de C. arabica
L. ndo apresentou potencial citotoxico em nenhuma das concentragdes testadas,
independentemente do tempo de exposi¢ao a linhagem celular de fibroblastos. Esses

dados indicam uma possivel seguranga em relacéo a utilizagao tépica do mesmo.

5.1.3.3 Determinagdo da atividade antimicrobiana do extrato das folhas de C.

arabica L.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) visa avaliar a concentragcdo de
antimicrobiano necessaria para inibir o crescimento bacteriano. Dessa forma, quanto
mais baixo o valor de MIC, mais susceptivel o micro-organismo ao tratamento (CLSI,
2014). As concentragdes inibitérias minimas do extrato de folhas de C. arabica L.,
ciprofloxacino (controle positivo), mangiferina e 5-ACQ foram determinadas e os

valores encontram-se dispostos na Tabela 3.

Tabela 3: Valores das concentragdes inibitorias minimas (CIM) do extrato das folhas

de C. arabica L., ciprofloxacino, mangiferina e 5-ACQ.

CIM (ug/mL)
Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas
aureus epidermidis aeruginosa
Extrato de folhas
de C. arabica L >0 1000 4000
5-ACG >200 >200 >200
Mangiferina 3,12 3,12 200
Ciprofloxacino 1,56 1,56 3,12

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Considera-se, com base no resultado exposto, que a mangiferina apresentou

resultados antimicrobianos relevantes bem proximos ao controle positivo
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ciprofloxacino para as linhagens de bactérias Gram-positivas testadas. A atividade
antimicrobiana relativa a mangiferina esta de acordo com dados na literatura, no qual
evidencia-se que a mangiferina pode atuar contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, como Staphylococcus aureus, Bacillus pumilus e Salmonella typhi (KIM et
al., 2006; HANNAN et al., 2013; MAZLAN et al., 2019). Além disso, a mangiferina
demonstra potencial antimicrobiano contra Enterococci e Mycobacterium tuberculosis,
bem como efeitos antifungicos contra Trichoderma reesei,  Aspergillus
flavus e Thermoascus aurantiacus (XIAO et al., 2008; WAUTHOZ et al., 2007).

No presente estudo, o 5-ACQ né&o apresentou atividade antimicrobiana nas
concentragdes testadas, com valor de CIM superior a 200 pg/mL. Esse resultado
corrobora com o estudo de Bajko et al. (2016) os quais evidenciaram presenca de
atividade antimicrobiana para esse composto somente em concentragées mais
elevadas (CIM de 10 mg/mL) contra S. aureus, E. faecium, E. coli, P. vulgaris, P.
aeruginosa e C. albicans.

Simdes e colaboradores (2009) ressaltam que os extratos sao classificados
como antimicrobianos quando a concentragao inibitoria minima encontra-se abaixo de
1000 pg/mL e os compostos puros quando os valores séo inferiores a 10 pg/mL.
Adicionalmente, Aligiannis et al. (2001) propdem uma classificagao para extratos com
base nos testes de suscetibilidade da seguinte forma: inibidores fortes - CIM até 500
Mg/mL; inibidores moderados - CIM entre 600 e 1500 ug/mL; inibidores fracos - CIM
acima de 1600 uyg/mL. De acordo com essa classificacédo, o extrato de folhas de C.
arabica L demonstra potencial antimicrobiano para bactérias Gram-positivas, uma vez
que pode ser classificado como inibidores fortes para S. aureus e moderado para S.
epidermidis.

A atividade antimicrobiana pode ser atribuida ao sinergismo dos compostos
bioativos presentes nas folhas de C. arabica L., uma vez que as plantas apresentam
uma variedade de substancias relacionados a mecanismos de defesa, incluindo
atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de micro-organismos (SIMOES et
al., 2009). Assim, no caso do extrato em estudo, é possivel inferir que a mangiferina,
por ter apresentado CIM abaixo de 10 pg/mL contra as bactérias Gram-positivas,
possa, juntamente com outros compostos, ter contribuido para a atividade
antimicrobiana.

Com relagao a atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-negativas

os extratos vegetais normalmente sdo menos suscetiveis devido as paredes celulares
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atuarem como uma barreira permeavel, limitando a penetracdo de moléculas, o que
retarda a difusdo interna de substancias(SIMOES et al., 2009). Esse dado pode
justificar a classificagado do extrato de folhas de C. arabica L. como inibidores fracos
frente a P. aeruginosa.

Estudos realizados com graos de café torrado e residuos de extratos de café
também evidenciaram que para as bactérias Gram-positivas (S. aureus e L.
monocytogenes) foram necessarias quantidades menores de extratos de café para
inibir o crescimento bacteriano (MONENTE et al., 2015). Do mesmo modo, pesquisas
relacionadas a atividade antimicrobiana do extrato de graos de C. arabica L., também
demonstraram que bactérias Gram-positivas apresentaram maior suscetibilidade aos
extratos em relacdo as Gram-negativas, sendo o extrato eficaz contra o crescimento
de S. aureus e S. epidermidis, com valores de CIM de 2 mg/mL e 1 mg/mL,
respectivamente (RUNTI et al., 2015).

A partir da concentragdo inibitéria minima foi determinada a concentragao
bactericida minima do extrato, ciprofloxacino, mangiferina e 5-ACQ, com o objetivo de
analisar se os compostos apresentavam atividade bactericida ou bacteriostatica. Os

resultados estao dispostos na Tabela 4.

Tabela 4: Concentragéo bactericida minima (CBM) do extrato das folhas de C.

arabica L., ciprofloxacino, mangiferina e 5-ACQ.

CBIM (pg/mL)

Staphylococcus  Staphylococcus Pseudomonas
aureus epidermidis aeruginosa

Extrato de folhas
500 > 4000 > 4000

de C. arabica L
5-ACQ > 200 > 200 > 200
Mangiferina 6,25 12,5 > 200
Ciprofloxacino 1,56 1,56 >12,5

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Com base nos dados obtidos, observa-se que o extrato apresentou
concentragao bactericida de 500 ug/mL para S. aureus. Com relagao ao S. epidermidis

e P. aeruginosa, nao foi possivel estabelecer a concentragdo bactericida do extrato,



71

demonstrando apenas o efeito bacteriostatico.

Com relagéo ao padrao 5-ACQ néo foi possivel estabelecer a concentragao
bactericida/bacteriostatica minima, uma vez que o valor de CIM é superior a 200
Mg/mL para todos os micro-organismos testado. Em contraste, para a mangiferina foi
possivel estabelecer o efeito bactericida para o S. aureus e S. epidermidis na
concentracao de 6,25 e 12,5 ug/mL, respectivamente e apenas efeito bacteriostatico
para P. aeruginosa.

Dessa forma, este estudo revelou resultados promissores da atividade
antimicrobiana do extrato de folhas de café frente a bactérias Gram-positivas. O
sinergismo de compostos bioativos presentes nas folhas de café pode ser, pelo menos
em parte, responsaveis pela atividade antimicrobiana relatada neste estudo.

Com base na promissora atividade antimicrobiana e considerando relatos que
os constituintes dos extratos de folhas de C. arabica L., sobretudo a mangiferina e o
5-ACQ apresentarem atividade cicatrizante (BAGDAS et al., 2014; ALLAW et al.,
2020; LWIN et al., 2021), foi proposto avaliar a incorporagao do extrato de folhas de
C. arabica L. em filmes de quitosana visando a obten¢cdo de um produto para

cicatrizacao de feridas cutaneas.

5.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS FILMES DE QUITOSANA
CONTENDO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE FOLHAS DE CAFE

Filmes a base de quitosana vém sendo amplamente investigados para o
desenvolvimento de curativos bioativos (LI et al., 2019). Tais filmes podem ser obtidos
por processos simples e de baixo custo, além de apresentarem a capacidade de
acelerar a proliferagao celular, bem como demonstraram atividade antimicrobiana
(ESCARCEGA et al., 2018). Nesse sentido, esse polimero foi escolhido para a
incorporacgao do extrato de folhas de café com vistas a uma possivel associacado de
efeitos bioldgicos, objetivando um maior potencial para o tratamento de feridas.

Diversas metodologias podem ser empregadas para o preparo dos filmes
poliméricos, tais como Hot Melt Extrusion, impressédo 3D e evaporagao de solvente.
No entanto, o método de evaporagdo do solvente apresenta as vantagens de
dispensar equipamentos especificos e de alto custo, além de permitir condi¢des mais
brandas para o preparo dos filmes (FERNANDES, 2017). Dessa forma, foi o método

empregado para a preparagado dos filmes em estudo. Para o desenvolvimento da
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formulacdo, além do polimero e do extrato de folhas de C. arabica L., a glicerina foi
selecionada devido as suas propriedades plastificantes (RAMBABU et al., 2019)
visando ao aumento da flexibilidade dos filmes.

Com o objetivo de um melhor entendimento das interagdes entre os
constituintes da formulagao, primeiramente foi investigado as caracteristicas da
solucgao precursoras dos filmes. Em seguida, apds o processo de secagem e obtencao
dos filmes, os mesmos foram caracterizados do ponto de vista fisico-quimico e

bioldgico in vitro. Os resultados estdo descritos a seguir.

5.2.1 Caracterizacgao fisico-quimica das solugées precursoras

As composigdes liquidas precursoras dos filmes elaborados, formadas pelos
componentes em solugdo aquosa (antes da secagem para obtengao dos filmes),
foram caracterizadas sob o ponto de vista coloidal e reolégico, com o objetivo de
investigar as interagdes entre as espécies quimicas, desde a etapa de mistura.

E valido salientar que a quitosana é um polimero catiénico, capaz de sofrer
agregacao em meio aquoso, especialmente na presenca de espécies anidnicas. Por
exemplo, Carvalho et al. (2019) demonstraram que a quitosana, na presencga de
tripolifosfato de sédio (TPP), pode sofrer diferentes niveis de agregacao, desde a
formagdo de agregados discretos até uma rede tridimensional emaranhada,
dependendo das concentragdes relativas entre quitosana/TPP. Observaram também
que o didametro hidrodinamico, potencial zeta, e viscosidade sao fortemente
dependentes das concentracdes relativas entre as espécies.

Dessa forma, no presente trabalho foram utilizadas técnicas de espalhamento
de luz dindmico (DLS) para determinag¢ao do diametro hidrodinamico das particulas,
velocimetria doppler com andlise de fase para medida de potencial zeta, condutimetria
para determinacdo da condutividade elétrica e reologia estacionaria para

determinacao da viscosidade (n).
5.2.1.1 Caracterizagéo da condutividade elétrica, potencial zeta (PZ)) e DLS.
A analise de condutividade elétrica em solucao se fundamenta em avaliar a

capacidade de um determinado liquido conduzir corrente elétrica em decorréncia da

presenca de ions, sendo proporcional a concentragao de ions livres em solugao
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(OHLWELLER, 1981). A Figura 20 demonstra os valores de condutividade elétrica
para as solugdes precursoras dos filmes.

Figura 20: Valores de condutividade elétrica para as amostras precursoras, a 25 °C,
nas concentragdes de 6,62 mg/mL, 13,25 mg/mL e 26,5 mg/mL de extrato de folhas
de C. arabica L.
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Q-SEFC: Solugéao do filme de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Solugao do filme de
quitosana com 6,62 mg/mL de extrato; Q-EFC2: Solugdo do filme de quitosana com 13,25 mg/mL de
extrato; Q-EFC3: Solugéo do filme de quitosana com 26,5 mg/mL de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Os dados de condutividade demostram que a solu¢do de quitosana pura em
acido acético 1% € uma solugao eletrolitica, pois apresenta condutividade elétrica em
torno de 3 mS/cm. Na presencga de extrato, € possivel evidenciar que a condutividade
elétrica aumenta gradativamente e de forma linear, indicando que o extrato deve ser
composto por espécies ionizaveis, ou ainda, compostos inorganicos soluveis. Como
se sabe que o extrato é rico em acido clorogénico parte da condutividade elétrica pode
ser associada a presenga desse composto.

A analise de potencial zeta é de suma importancia para avaliar informagdes
sobre a magnitude da carga superficial de uma particula e, portanto, sobre a
estabilidade da particula em um meio continuo (KIM et al., 2019).

A analise se fundamenta na medida da frequéncia da oscilacdo da luz
espalhada na presenga de um campo elétrico alternado, medida por um contador de
fétons situado num angulo de 173°. Nesse contexto, o campo elétrico alternado cria
um fendmeno de microeletroforese, ocorrendo a migragéo das particulas na cubeta.
Quanto maior a carga elétrica das particulas, maior sera a frequéncia de oscilagao
das particulas na presenga do campo elétrico alternado gerado pela diferenga de
potencial alternada (DDP) e maior sera o potencial zeta do composto. O potencial zeta

das solugdes precursoras dos filmes sao apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Valores de Potencial Zeta para as amostras precursoras, a 25 °C, nas
concentracdes de 6,62 mg/mL, 13,25 mg/mL e 26,5 mg/mL de extrato de folhas de
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Q-SEFC: Solugéo do filme de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Solugéo do filme de
quitosana com 6,62 mg/mL de extrato; Q-EFC2: Solugéo do filme de quitosana com 13,25 mg/mL de
extrato; Q-EFC3: Solucao do filme de quitosana com 26,5 mg/mL de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Como observado, as moléculas de quitosana exibiram valores de potencial
zeta positivo, atribuido a presenca de seu agrupamento amino (CARVALHO et al.,
2019; PRATEEPCHANACHAI et al., 2017). Adicionalmente, pode ser analisado que
os componentes do extrato de folhas de café intensificaram os valores de potencial
zeta da quitosana, provavelmente, deslocando o equilibrio de ionizagdo e por
consumir anions na superficie da macromolécula. Entretanto, observa-se que, apés
determinada adigao de extrato, os valores de PZ diminuem. Tal redugao pode ser
associada a neutralizagdo das moléculas de quitosana em decorréncia da presenca
de espécies anibnicas no extrato, como acido clorogénico e compostos inorganicos.

Acredita-se que este comportamento, em que o potencial zeta aumenta e volta
a diminuir, seja devido ao fato de que na solugdo de quitosana pura, as
macromoléculas encontram-se estiradas, com maxima capacidade de
estabelecimento de interagdes intermoleculares, formando uma rede tridimensional de
interacdes. Mediante adicdo de extrato, os componentes promovem neutralizagcéo
parcial das macromoléculas, gerando agregados discretos, que se comportam de
maneira diferente do emaranhado macromolecular. Tais agregados, ao interagirem
com concentragdes gradativamente maiores de componentes anidénicos do extrato,
sofrem redugdo de potencial zeta por neutralizacdo das superficies (CARVALHO et
al., 2019).



75

O diametro hidrodindmico caracteriza-se como uma medida de tamanho para
caracterizar espécies nanométricas em suspensao. No presente estudo, essa técnica
foi utilizada para descrever o tamanho das estruturas presentes nas solugoes
precursoras dos filmes na presenca e auséncia do extrato das folhas de C. arabica L.

A Figura 22 representa os valores de Dh das solug¢des precursoras.

Figura 22: Valores de diametro hidrodinamico para as amostras precursoras, a 25
°C, nas concentragoes de 6,62 mg/mL, 13,25 mg/mL e 26,5 mg/mL de extrato de
folhas de C. arabica L.
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Q-SEFC: Solugéo do filme de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Solugéo do filme de
quitosana com 6,62 mg/mL de extrato; Q-EFC2: Solugao do filme de quitosana com 13,25 mg/mL de
extrato; Q-EFC3: Solugéo do filme de quitosana com 26,5 mg/mL de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

E importante reforcar que, moléculas de quitosana sofrem associacdo
espontanea em solugao, formando emaranhados moleculares discretos ou continuos
(rede tridimensional), a depender da concentragdo (CARVALHO et al., 2019).

A adicdo de extrato a quitosana, como citado, leva a uma série de efeitos
ibnicos tanto no meio liquido quanto na superficie das particulas. O resultado de uma
maior condutividade elétrica no meio, é a redugao do tamanho das macromoléculas,
que se correlaciona melhor com os valores de condutividade elétrica do que de
potencial zeta, sugerindo que o meio se torna mais hidrofilico € menos propenso a

formagao de agregados.

5.2.1.2 Caracterizagéo reologica das solugées precursoras dos filmes.

A reologia é a ciéncia que se dedica ao estudo das propriedades de fluxo e

deformacéo da matéria como um todo. No presente trabalho, as solugcdes precursoras
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das amostras de filmes foram submetidas a ensaios reoldgicos com o objetivo de se
obter o perfil de fluxo, bem como analisar o efeito dos componentes nas interagdes
intermoleculares. As Figuras 23 e 24 demonstram as curvas de fluxo e viscosidade,
bem como a curva de viscosidade em funcdo da temperatura, para as solugdes

precursoras.

Figura 23: Curva de fluxo e viscosidade das solug¢des precursoras dos filmes, de 1 a
500 s, a a25°C.

0,44

= QuitPura (asc) .
8 QuitPura (desc) \

80

= Quit + 6,6 mg/mL (asc) .
o Quit + 6,6 mg/mL (desc) .t 0,3
«  Quit + 13,3 mg/mL (asc) 287 Quit + 6,6 mg/mL
o Quit + 13,3 mg/mL (desc) a ' —=— Quit + 13,3 mg/mL
= Quit + 26,5 mg/mL (asc) L. "o '\ —=— Quit + 16,5 mg/mL
o Quit+26,5mg/mL (desc) as? \

—=— QuitPura
60

40 |

t/ (Pa)
n/ (Pa.s)

20 4

0 100 200 300 400 500
o/(s" o/ (s")

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Figura 24: Curva de temperatura das solugdes precursoras dos filmes, de 5 a 80 °C,
ab5s™.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

As curvas de fluxo e de viscosidade demostram que a solugao de quitosana
sem extrato € a que apresenta maior valor de viscosidade. Este dado é condizente
com os maiores tamanhos de particula demonstrados no experimento de DLS.
Contudo, ao se adicionar os componentes do extrato, percebe-se uma nitida redugao
da viscosidade, o qual foi atribuida a reducdo do tamanho de particula. Em
decorréncia do menor tamanho de particula, tem-se a reducao do atrito entre cadeias

de quitosana, culminando em uma menor viscosidade da solugao.
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Além disso, as solugdes contento extrato de folhas de C. arabica L
apresentam uma dependéncia com a temperatura muito menor, quase que linear,
diferente do comportamento exponencial do tipo Arhenius (BARNES et al., 1998),
observado para a solucao de quitosana pura. A maior dependéncia com a temperatura
para a solugdo de quitosana pura, foi atribuida a existéncia dos emaranhados
tridimensionais, onde a concentragao e intensidade de interagdes intermoleculares do
tipo ion-ion, ion-dipolo e ligagdes de hidrogénio, sdo muito maiores. Na presenga do
extrato, conforme discutido anteriormente, tem-se a formagao de agregados discretos,
que interagem menos com o solvente e, consequentemente, apresentam menor
dependéncia da viscosidade com a temperatura, conforme discutido por Oliveira et al.
(2017) em lamas formadas por oxidos de ferro.

Na Tabela 5 estdo compilados todos os parametros obtidos dos experimentos
reoldgicos de fluxo isotérmicos e isorotacionais, tais como tensdo de escoamento (to
— parametro que mede a tensao necessaria para induzir o escoamento de um
material), indice de consisténcia (Kc — parametro analogo a viscosidade, definido no
modelo de Herschel-Bulkley) e indice de comportamento (n — parametro que mede o
desvio do comportamento newtoniano, sendo n = 1 para fluido newtoniano, n < 1 para
fluido pseudoplastico e n > 1 para fluido dilatante), mediante modelagem das curvas
via modelo de Herschel-Bulkley, onde t e ¢ s&o, respectivamente, a tensao e taxa de

cisalhamento, baseada na equacgao abaixo.

T =710 + Kc@"

Tabela 5: Viscosidade e curva de fluxo das solugdes precursoras dos filmes.

10/ (Pa) K (Pa.s") n nsoo / (Pa.s)
Q-SEFC - 0.53 0.77 0.1348
Q-EFC1 0.018 0.0855 0.77 0.0210
Q-EFC2 0.009 0.1168 0.61 0.0114
Q-EFC3 0.005 0.1466 0.50 0.0069

Q-SEFC: Solugéo do filme de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Solugéo do filme de
quitosana com 6,62 mg/mL de extrato; Q-EFC2: Solugéo do filme de quitosana com 13,25 mg/mL de
extrato; Q-EFC3: Solucao do filme de quitosana com 26,5 mg/mL de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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De acordo com a Tabela 5, os paradmetros inerentes a resisténcia ao
escoamento, ou seja, a tensao de escoamento, indice de consisténcia e viscosidade
a 500 s (n s00), apresentaram comportamento decrescente com a concentragdo de
extrato, corroborando com a discussao acima. Além disso, a adi¢do de extrato tornou
os fluidos menos newtonianos, conforme valores de indice de comportamento n,
indicando um aumento na pseudoplasticidade com o aumento da concentragdo do

extrato.

5.2.2 Caracterizagao fisico-quimica dos filmes

Conforme discutido, as solucdes precursoras foram depositadas em placa
petri (9 cm de didametro) em um volume de 12 mL e submetidas a secagem, até que
fossem obtidos os filmes no estado sélido.

Os filmes foram avaliados do ponto de vista fisico-quimico, em relacdo ao
peso médio, espessura, parametros Opticos, teor de umidade, grau de
intumescimento, solubilidade, caracterizados por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), analise térmica (termogravimetria e analise
térmica diferencial), analise dinamico mecanica e perfil de liberagdo. A Figura 25
apresenta os filmes desenvolvidos apds o processo de secagem em estufa os quais,

por meio de avaliagdo visual, demostraram aspecto homogéneo.

Figura 25: Filmes desenvolvidos apds o processo de secagem em estufas.

Q-SEFC Q-EFC1 QEFC2 QEFC3

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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5.2.2.1 Determinagdo da espessura e peso medio

Na Tabela 6 € possivel observar a média e o desvio padréo da espessura e

peso médio dos filmes desenvolvidos.

Tabela 6 Peso médio e espessura dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3.

Filmes Espessura (mm) Peso médio (g)
Q-SEFC 0,089 £ 0,006 0,102 + 0,007
Q-EFC1 0,093 + 0,005 0,106+ 0,005
Q-EFC2 0,10+0,01 * 0,109 £ 0,016 *
Q-EFC3 0,11 +0,01* 0,12+0,02 *

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato. * Espressa a diferenca significativa em relagdo ao filme Q-SEFC
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

A uniformidade na variagdo de peso e espessura pode indicar que os
constituintes estdo igualmente distribuidos pelos filmes. Esse parametro é
considerado um desafio, sobretudo nos filmes desenvolvidos pelo método empregado,
onde a secagem ocorre por evaporagao do solvente (SOBRAL, 1999).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6, observa-se que na analise
de peso médio houve diferenga significativa entre o filme Q-SEFC e os filmes Q-EFC2
e Q-EFC3 (p < 0,05). Adicionalmente, em relagcédo a espessura também foi observado
diferencga significativa entre o filme Q-SEFC e os filmes Q-EFC2 e Q-EFC3 (p < 0,05),
demonstrando que a concentragcdo dos bioativos incorporados influénciam nessas
propriedades fisicas.

Alguns estudos relacionam o aumento da espessura com a concentragao de
polifendlicos, uma vez que eles podem promover agregagdo com a matriz de
quitosana, formando filmes mais complexos e de maior espessura (SIRIPATRAWAN
et al., 2010). Estudos apresentados por Rambabu et al. (2019), demonstraram
diferencas significativas na espessura dos filmes de quitosana incorporados com
extratos de folhas de manga com valores entre 0,143 + 0,00 a 0,209 + 0,02 mm.
Resultado semelhante foram igualmente relatados por Escarcega et al. (2018) no qual

a incorporagdo de mel na matriz de quitosana a 2% promoveu um aumento na
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espessura dos filmes.

Os curativos cutaneos destinados ao tratamento de feridas normalmente
apresentam espessura semelhante a da epiderme humana (entre 0,05 e 2 mm)
(MORAIS et al., 2013). Dessa forma, os resultados obtidos para esse parametro
indicam que os filmes desenvolvidos apresentam-se adequados para utilizacdo como
curativos cutaneos, uma vez que apresentaram espessura compativel com a

epiderme.
5.2.2.2 Determinagéo das propriedades oOpticas

As propriedades de cor e opacidade sao importantes para a aparéncia do
filme, o que, por sua vez, pode influenciar a aceitagcdo do consumidor. Ambos
parametros estao relacionados com as matérias primas utilizadas na formulagao dos
filmes (PEREDA et al., 2012). As diferengas entre as coloragdes dos filmes produzidos

podem ser evidenciadas na Figura 26.

Figura 26: Parametro macroscépico da coloragao dos filmes desenvolvidos.

Q-5EFC Q-EFC1 QEFC2 QEFC3

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

A cor é um atributo visual resultante da luz emitida, transmitida ou refletida
pelo produto (OJAGH, et al., 2010). Dessa forma, com base na Tabela 7 observa-se
a influéncia da adigao do extrato de folhas de C. arabica L. na coloragao dos filmes a

base de quitosana.
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Tabela 7: Analise colorimétrica dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3.

Filmes L* a* b* c* Ho
oo T e Ty U
e
Q-EFC2 53?”2711*1 61’%?;;—* 307,55; 3(?,?54*1 719’;172*1
QEFcs 3761+ 978% 3742+ 3926+ 68,67+

0,51 0,77 124" 140" 0,86*

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagao do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato. * Espressa a diferenca significativa em relagao ao filme Q-SEFC
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Os filmes de quitosana puro apresentaram a coloracao transparente, com tons
suaves de amarelo. Contudo com a incorporagao do extrato de folhas de C. arabica
L. houve variagbes nas tendéncias cromaticas e opacidade nos filmes.

As coordenadas cromaticas apresentam parametro a* que varia de verde a
vermelho, o parametro b* que varia de azul a amarelo, e o parametro L* que varia de
preto a branco (DEBONE et al., 2019). Para o parametro a*, a adigcdo de extrato
promoveu 0 aumento nos valores, o que indica uma tendéncia a coloracdo mais
avermelhada dos filmes. Em contraste, no parametro b* observou maior tendéncia
para a coloragdo amarelada a medida em que houve 0 aumento da concentragdo do
extrato nos filmes. Os valores da coordenada C* e H® variaram de forma semelhante
as coordenadas cromaticas a* e b*, evidenciado um aumento na saturacdo e
tonalidade dos filmes. Dessa forma, todos os filmes adicionados de extratos de folhas
de C. arabica L. exibiram uma diferencas significativas nas alteragdes de
cromaticidade a*, b*, C* e H® (p < 0,05), quando comparado ao filme sem extrato.

Ainda, torna-se perceptivel que a incorporacdo do extrato de folhas de C.
arabica L. nos filmes reduziu notavelmente os valores L*, com diferengas significativas
(p < 0,05), evidenciando que quanto maior a concentracdo do extrato, maior a
tendéncia a coloracdo escura, o que reflete no parametro da opacidade.

Resultados similares a cromaticidade do presente estudo foram relatadas nos
filmes de quitosana apods incorporagao de outros aditivos, como o extrato de cha verde
(COLOBATIU et al., 2019) e filmes de quitosana incorporados com Aloe vera (ABRAS
et al., 2012).
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Adicionalmente, estudos desenvolvidos com subprodutos de café também
obtiveram resultados similares para parametros de coloragdo. Jaisan et al (2016),
relataram que as coloragbes dos filmes de quitosana aumentaram conforme o
aumento da concentragcao do extrato da polpa de café, fornecendo uma tendéncia
para avermelhado e amarelado.

De acordo com Rambabu e colaboradores (2019), a mudancga de coloragao
relacionada aos filmes contendo extratos pode ser devido a quantidade de
carotenoides e compostos fendlicos presentes, o que promove a dispersao e refragao
da luz, resultando em filmes mais escuros.

Com relagao aos parametros de opacidade os filmes sao caracterizados como
transparente quando a luz incidente o atravessa com um minimo de reflexdo, ou em
filme opaco no qual reflete toda a luz nele incidente (OJAGH, et al., 2010). Na Figura
27, pode ser observados os parametros de opacidade dos filmes com base na leitura

600 nm no espectrofotdbmetro.

Figura 27: Opacidade dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, QEFC2 e Q-EFC3 no
comprimento de onda de 600nm.
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Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm?® de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm? de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato. *Espressa a diferenca significativa em relagao ao filme Q-SEFC
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Os filmes exibiram um aumento na opacidade como consequéncia da adigao
dos extratos de folhas de C. arabica L. quando comparado ao filme controle (sem
extrato). Nesse sentido, a opacidade aumentou significativamente (p < 0,05) com o

aumento da concentragao do extrato.
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Os resultados demonstraram similaridade com o relatado por Debone et al
(2019) que elaboraram filmes de quitosana incorporados com 6leo de copaiba, assim
com Escarcega et al (2018) ao elaborarem matrizes de quitosana incorporado com
mel e glicerol, atestando que a opacidade aumenta proporcionalmente a quantidade
de ativos adicionados.

Embora exista um grande interesse em filmes poliméricos transparentes para
o tratamento de ferida, uma vez que possibilitam o monitoramento do processo
cicatricial, bem como a deteccdo de infec¢des, ndo existe na literatura recomendagao
de parametros oOpticos ideais de cor e opacidade para curativos, existindo desde

curativos transparentes a opacos.
5.2.2.3 Determinag&o da umidade

A anadlise de umidade quantifica a fracdo de agua que esta inserida entre as
moléculas da microestrutura dos filmes (CERQUEIRA et al., 2012). Essa
determinacao € essencial, uma vez que o filme deve ser capaz de reter e transportar
a umidade em niveis apropriados, evitando o ressecamento, bem como influenciando
nos mecanismos de adesao, crescimento e migragéo celular (MCCOLL et al., 2007).
As determinacdes do conteudo de umidade dos filmes desenvolvidos estao dispostas
na Figura 28.

Figura 28: Porcentagem de umidade nos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2

e Q-EFC3.
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Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm?3 de extrato. *Espressa a diferenca significativa em relagdo ao filme Q-SEFC
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).



84

De acordo com os resultados, o teor de umidade aumentou de 24,32 + 0,26%
(filmes sem extrato) para 30,68 £ 1,90% (filmes contendo a maior concentragdo de
extrato). Contudo, apenas os filmes Q-EFC3 demonstraram diferenca significativa (p
< 0,05) no teor de umidade em relagdo ao grupo controle. Nesse sentido, existem
relatos da literatura de que a incorporacdo de compostos fendlicos em filmes
polimeéricos pode contribuir para o aumento do teor de umidade, devido as suas
caracteristicas hidrofilicas (HAN et al., 2020).

Filmes de pectina incorporados com extratos de folhas de salvia elaborados
por Han et al (2020) demonstraram resultados semelhantes ao apresentado, com o
teor de umidade variando de 20,92 + 0,45% a 23,87 + 1,06% de acordo com o
aumento na concentragdo do extrato. De maneira semelhante, Shah et al (2019),
apresentam uma porcentagem maxima de umidade de 23,07 + 0,35% em seus filmes
de quitosana incorporados com nanocompostos de prata e serina, o que, segundo 0s
autores, foi suficiente para manter uma condigdo umida na area da lesado. Diante disso,
os resultados podem indicar que os filmes desenvolvidos apresentam potencial em

fornecer um ambiente Umido para promover a cicatrizagao de feridas.

5.2.2.4 Determinag&o do grau de intumescimento e solubilidade

A determinac&o do intumescimento dos filmes é de grande relevancia, uma
vez que esse parametro contribui para a capacidade de bioadesividade dos mesmos
(COSTA et al., 2014), bem como com a propriedade de absorver e reter exsudatos
(KAMINIDEVI et al.,, 2018; DEVI et al.,, 2017). Dessa forma, a porcentagem de
intumescimento dos filmes desenvolvidos no presente estudo foi calculada e esta

apresentada na Figura 29.
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Figura 29: Porcentagem de intumescimento dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2

e Q-EFC3.
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Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporag¢ao do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm?® de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm? de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Todos os filmes mantiveram sua forma estrutural apés as 24 h de analise. Os
filmes apresentaram alta capacidade de absor¢do do meio nas primeiras 6 h de
aplicacdo, e posteriormente atingiram um estagio de estabilidade. Conforme
apresentado, a porcentagem de intumescimento dos filmes aumentou de acordo com
o aumento da concentragado do extrato, sendo que apenas os filmes Q-EFC2 (144%)
e Q-EFC3 (146%) apresentaram diferenga significativa quando comparados ao filme
Q-SEFC (132%) (p < 0,05). Filmes derivados de quitosana incorporados com
diferentes oleos antioxidantes (gengibre, cha verde, alecrim, salvia, tomilho)
demostraram porcentagem de intumescimento semelhante ao presente trabalho,
variando de 70 a 200% (SOUZA et al., 2017).

O intumescimento dos filmes de quitosana pode ser atribuido a presenca de
grupos amino caracterizados por ligagdes (N-H), que favorecem a formagédo de
ligacbes de hidrogénio com a agua. Além disso, a propriedade hidrofilica do extrato
pode permitir a interagdo e absorgdo do meio, (SHAH et al., 2019; SANTOS et al.,
2019) o que pode explicar o aumento do intumescimento dos filmes. De modo oposto,
a literatura aponta que a incorporacéo de elevadas concentragbes de compostos
hidrofobicos em filmes de quitosana é capaz de diminuir a porcentagem de
intumescimento, j& que ocorre a diminuicdo da hidrofilicidade do polimero (BRAS et
al., 2020).

A partir do calculo da porcentagem de solubilidade, € possivel investigar a

solubilizagdo dos compostos presentes nos filmes, bem como a integridade do mesmo
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quando em contato com exsudatos da ferida ou fluidos aquosos (JAISWAL et al.,
2019). Na Figura 30 est&o dispostos os valores de porcentagem de solubilidade dos

filmes desenvolvidos.

Figura 30: Porcentagem de solubilizagao dos filmes Q-SEFC, QEFC1, Q-EFC2

e Q-EFC3.
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Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm? de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato. *Espressa a diferenga significativa em relagao ao filme Q-SEFC
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

De acordo com os resultados, a solubilidade dos filmes foi intensificada com
o0 aumento da incorporagao dos extratos de folhas de C. arabica L. Entretanto, apenas
o filme Q-EFC3 apresentou diferenga significativa em relagéo ao controle (p < 0,05).
Comportamento semelhantes foram observadas em filmes de quitosana incorporados
com Oleo de Aloe vera (ABRAS et al., 2012), no qual o aumento da concentragéo do
extrato foi diretamente proporcional a porcentagem de solubilidade (49,2% a 59,9%).
De acordo com Khan et al (2012) a capacidade de retencédo de agua depende
principalmente das caracteristicas dos constituintes da formulagao dos filmes. Dessa
forma, a presenga de grupamentos hidrofilicos presentes na quitosana, no
plastificante (glicerina) e de substéncias hidrofilicas no extrato contribuem para a
solubilidade dos filmes. Assim, no caso dos filmes contendo maiores concentracoes
do extrato, a porcentagem de solubilidade tende a ser significativamente maior.
Em conjunto, esses resultados demonstram que os filmes tendem a
permanecer integros por um periodo adequado de tempo (pelo menos 24 h) e, além

disso, apresentam elevada capacidade de intumescimento quando em contato com
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fluidos aquosos, o que poderia indicar a possibilidade de bioadesividade e

absorcao/retencao de exsudatos.

5.2.2.5 Analise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA)

As analises termogravimétricas foram conduzidas para analisar a estabilidade
térmica dos filmes elaborados, bem como o teor de matéria inorganica, por meio da
analise da massa residual. Primeiramente, o comportamento térmico do p6 de
quitosana puro e do filme de quitosana sem adi¢cdo do extrato (Q-SEFC) foram

investigados por TGA e DTA, e os resultados s&o apresentados na Figura 31.

Figura 31: Analise térmica do p6 de quitosana e filme Q-SEFC.
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A- Curva de TGA do p6 de quitosana e filme Q-SEFC; B- Curva de DTA do pd de quitosana e filme Q-
SEFC. Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Conforme analisado, as curvas de TGA e DTA demostram grande similaridade
entre a quitosana pura (pd) e a quitosana na forma de filme, especialmente nas
principais transi¢gdes e na massa final. A quitosana na forma de filme, entretanto,
apresenta uma regiao de perda de massa mais pronunciada até proximo de 100 °C,
sendo justificada pelo fato dos filmes passarem por uma fase aquosa, o que leva a
uma maior incorporagéo de agua que nao foi removida por secagem. Ainda é possivel
observar uma segunda perda no peso entre 200 °C e 350 °C indicando a
despolimerizacdo e decomposicao do polissacarideo, e uma ultima fase com cauda
longa e sem eventos distintos ocorrendo apdés 700 °C. Os eventos na DTA sé&o

praticamente os mesmos.
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Resultados similares sdo evidenciados por Shah e colaboradores (2019), no
qual os filmes de quitosana elaborados apresentaram um perda de massa significativa
entre 30 a 110 °C, no qual o estudo atribui a perda de agua adsorvida, e ainda uma
perda entre 250 °C a 352 °C indicando a degradagéao térmica da amostra.

A Figura 32 apresentam respectivamente as curvas de TGA, DTA e DTG do

extrato de folhas de C. arabica L. e filmes elaborados.

Figura 32: Analise térmica do extrato de folhas de C. arabica L. e dos filmes Q-
SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

Como pode ser observado na analise TGA do extrato, ha uma perda de massa
constante desde o inicio do aguecimento, podendo ser proveniente da perda de agua
e de compostos volateis. Ainda com base nos dados dispostos € possivel averiguar

que o extrato apresentou um valor de massa residual de 22,5%, demostrando que é
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rico em matéria inorganica. Este dado condiz com os dados de condutividade elétrica,
onde foi sugerido a presenga de espécies idnicas inorganicas. Além disso, os filmes
Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3 apresentaram valores de massa residual de
1,1%, 3.5%, 9.4%, 16.4% respectivamente, mostrando um aumento da massa residual
de acordo com a incorporagao do extrato.

Considerando que os valores de massa residual foram obtidos a temperatura
de 1000 °C, onde a presenca de compostos organicos € pouco provavel, tais valores
foram atribuidos a presenca de matéria inorganica. Portanto, nos estudos anteriores
em fase liquida, podemos atribuir parte do processo de neutralizagdo das
macromoléculas por interagdo com componentes anidnicos inorganicos.

De acordo com a analise de DTG, € possivel analisar ainda que o ponto
maximo de degradagdo quimica ocorreu proximo a 200 °C em todos os filmes
elaborados. Essa analise € crucial para a determinagao dos pontos caracteristicos da
degradacdo térmica de material a ser desenvolvido. E desejavel que produtos
comerciais ndo apresente degradacao térmica até 40° para ser mantido fora de
refrigeracao, permitindo que nao sofra influéncia da temperatura ambiente (DABIRI et
al., 2016; SPADA et al., 2014). Dessa forma, considerando a aplicagao final como
curativo para feridas, a analise térmica revelou que a 40 °C, ndo foi observada
nenhuma perda significativa de peso para os filmes, apoiando sua adequacgao para

aplicacao no tratamento de feridas cutaneas.

5.2.2.6 Espectroscopia eletrénica vibracional na Regido do Infravermelho

No momento em que a radiagao de infravermelho interage com uma molécula
organica ocorre uma alteragdo no modo vibracional e rotacional da mesma. Para que
determinada vibragao promova a absorgao da radiagéo na regido do infravermelho, é
necessario que ocorra alteragcdo no momento dipolo das ligagdes, com a finalidade
medir diferentes tipos de vibragdes entre os atomos de acordo com as ligagdes
interatébmicas (BARBOSA, 2011).

Dessa forma, as anadlises de espectroscopia de infravermelho foram
realizadas para determinar e identificar os grupos funcionais presentes nas amostras
uma vez que cada grupo absorve em uma frequéncia caracteristica de radiacéo na
regiao do IR, bem como verificar a formacao de possiveis interagdes intermoleculares

entre a quitosana e o extrato de folhas de C. arabica L., uma vez que no processo de
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interacado as bandas presentes nas molécula incluida normalmente sdo deslocadas

ou tém intensidades alteradas. As Figuras 33A-F e 34 apresentam os espectros de

infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) na faixa de comprimento de onda

de 4000-700 cm-™".

Figura 33: Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).
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Figura 34: Espectros de infravermelho em conjunto dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-
EFC2, Q-EFC3, quitosana em po e extrato de folhas de C. arabica L.
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No primeiro espectro (Figura 33A) que pertence a amostra de quitosana em po
pura é possivel evidenciar bandas caracteristicas da quitosana, no qual destaca-se as
ligagbes entre 3500 e 3000 cm™, correspondendo a N-H e as vibragdes de
alongamento do grupo -OH da estrutura principal de quitosana. Outras bandas
caracteristicos da quitosana foram registrados em numeros de onda de 1650 cm
(amida I, C=0 alongamento), 1550 cm ~ ' (amida Il, curvatura N-H), 1150 cm~ ' (amida lII,
C-N alongamento) e 1030 cm™' (vibragdo de alongamento C-0). Ambos os
resultados colaboram com dados da literatura ao analisarem a quitosana (BRAS et al.,
2020; SIRIPATRAWAN et al., 2010).

Os espectros correspondentes aos filmes de quitosana sem a adigao do
extrato de folhas de C. arabica L. (Figura 33B) foi semelhante a amostra de quitosana
pura, houve algumas alteragcbes devido as interacbées moleculares provenientes da
adigao da glicerina na matriz do filme em solugao aquosa de acido acético a 1%. O
aumento na intensidade da banda O-H entre 3500 e 3000cm~" pode ser atribuido a

formagado de novas ligagdes de hidrogénio entre as moléculas, explicando o
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deslocamento de grupos funcionais (SUAREZ et al., 2014).

Comportamentos semelhantes no deslocamento das bandas O-H foram
evidenciados com a adi¢cado do glicerol nos filmes de quitosana incorporados com
capsaicina e filmes de quitosana incorporado com mel (AKYUZ et al., 2018;
ESCARCEGA et al., 2018).

No espectro relacionado aos extratos de folhas de C. arabica L. evidenciam
bandas caracteristicas de ligacbes fendlicas por meio do estiramento do grupo
hidroxila (O-H) entre 3600 e 3200 cm™, bem como a banda em 1700 cm™
correlacionado ao alongamento de carbono para carbono (C-C) dentro o anel
aromatico, que indica o grupo funcional de compostos fendlicos. Aliado a esses dados,
as bandas na regido entre 1800 e 1500cm-' s&o indicativos de acido clorogénico, e
bandas entre 3500-3200, 1095 e 830 indicativos de mangiferina (Figura 33C) (MONJE
et al., 2019; PIPATTANAWAROTHAI et al., 2019).

Conforme observado na Figura 34, os espectros de filmes de quitosana
incorporados com extrato de folhas de C. arabica L. demonstraram intensidade de
bandas diferente das caracteristicas do extrato como 3000 e 2950 cm™' referente a C-
H alifatico, 2900 e 2800 cm™! referente a CHs, 1750 a 1700 cm™" e 1700 cm™' referente
a C=0 de acidos carboxilicos, 1610 cm' referente C=C aromatico e 1100-1050 cm’
referente a C-O de alcool e fendis. Desse modo, as alteragcdes na intensidade de
bandas caracteristicas do extrato de folhas de C. arabica L. nos filmes sugere a
ocorréncia de interagdes intermoleculares entre grupos ativos de extrato com os

grupos funcionais da quitosana.

5.2.2.7 Analise Dinédmico Mecénica dos filmes

A resisténcia mecanica € um requisito essencial para a determinacdo do
desempenho dos materiais com funcionalidade para uso topico no tratamento de
feridas. Os filmes devem ser capazes de suportar as cargas mecanicas durante sua
operagao, transporte e manuseio, com o objetivo de manter sua integridade durante
todo o tratamento da ferida (SANTOS et al., 2019). Além disso, essa analise permite
levantar parametros importantes acerca do efeito de constituintes na composicéo final.

As propriedades mecéanicas dos filmes de quitosana sem e com extrato foram
analisadas e os resultados dos experimentos de ruptura axial e rotacional séo

apresentados nas Figuras 35 e 36, respectivamente. Na Figura 35 o parametro F
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corresponde a for¢ca necessaria para promover a ruptura do filme em func¢ao do Gap,
em contraste na Figura 36 a analise reoldgica é a forga (F) com relagédo ao angulo de
ruptura (0).

Figura 35: Analise reoldgica de ruptura axial dos filmes.
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Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Figura 36: Andlise reoldgica de ruptura rotacional dos filmes.
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Nos ensaios de analises de ruptura axiais, tem-se a ruptura por estiramento
enquanto que nos ensaios rotacionais, ruptura por rasgo. Dessa forma, nos ensaios
rotacionais, a medida do angulo de ruptura também & um indicativo de resisténcia do
material pois quanto maior for o angulo de ruptura, mais o material pode se esticar

(torcer) antes de rasgar.



94

Conforme observado, tanto os ensaios tangenciais quanto os ensaios axiais
demostram que o aumento da concentracdo de extrato diminui a rigidez do material.
Provavelmente pelo colapso da estrutura macromolecular, conforme discutido nos
ensaios reoldgicos em fase liquida e na caracterizagao coloidal.

A reducao nos ensaios de rupturas dos filmes incorporados de extrato de
folhas de C. arabica L. pode ser atribuida as alteragdes na organizacao estrutural do
filme causadas pela incorporacéo do extrato de café. Fenbmenos semelhantes foram
relatados em filmes de quitosana incorporados com capsaicina, filmes de quitosana
incorporados com 6leo de copaiba a 1%, bem como filmes de quitosana incorporados
com extrato de folhas de Cynara cardunculus, onde os ensaios de ruptura e resisténcia
mecanica tiveram um declinio com o aumento da concentragédo do extrato e/ou ativos
(AKYUZ et al., 2018; BRAS et al., 2020; DEBONE et al., 2019).

Evidencia-se que todas as amostras exibiram padréao de ruptura semelhante
e baixos no presente estudo, sendo considerados frageis. Provavelmente ocorreu uma
transferéncia muito curta da regiao elastica para a plastica, seguida de rompimento

do filme.

5.2.2.8 Avaliagéo da liberagé&o in vitro

O processo de cicatrizagdo das feridas cutaneas € gradativo e continuo e,
dessa forma, curativos desenvolvidos para a liberagao gradual dos constituintes ativos
tém sido considerados estratégia promissora (MENGATTO et al., 2012; REIDY et al.,
2013). A analise de liberagéo in vitro € uma importante ferramenta analitica utilizada
com o objetivo de investigar e estabelecer o comportamento das formulacdes
desenvolvidas (SOUZA, 2014). Partindo desse principio, a liberagéo in vitro dos
constituintes do extrato (5-ACQ e mangiferina) foi avaliada apds 24 h de contato dos
filmes com solugéo salina (37 °C, pH 7,4). Os resultados estdo dispostos na Figura
37.
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Figura 37: Cromatogramas referentes a quantificacao de 5-ACQ e mangiferina no
ensaio de liberacao in vitro.
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Conforme apresentado na Figura 37, todos os filmes contendo a incorporagao
do extrato de C. arabica L. demonstraram a liberagdo dos compostos 5-ACQ e
mangiferina. Nos filmes Q-EFC1 ocorreu a liberagédo de 65,6 + 6,8% para o 5-ACQ e
19,2 + 0,8% para a mangiferina, em contraste nos filmes Q-EFC2 foi encontrado uma
liberacao de 58,8 + 3,7% de 5-ACQ e 39,8 £ 5,8% de mangiferina, por fim, os filmes
Q-EFC3 apresentaram liberagéo de 65,4 + 6,0% para 5-ACQ e 52,2 + 5,04% para
mangiferina.

Nao foi observada diferenga significativa em relagao a liberagdo do 5-ACQ a
partir das diferentes formulagdes (p > 0,05). Nesse caso, sugere-se que esse
comportamento possa ser devido ao elevado grau de ionizagado do 5-ACQ em valores
de pH préximos a 7 (TOMAC et al., 2014). Com isso, € possivel que haja uma maior
difusdo dessa substéncia em favor do meio externo (solugdo salina, pH 7,4),
independente da formulagéo avaliada.

Por outro lado, para a mangiferina, houve diferenga significativa entre os
filmes Q-EFC1 e Q-EFC3 (p < 0,05). E possivel que essa diferenga seja devido a maior
porcentagem de intumescimento dos filmes Q-EFC3, o que acarreta em maior
interac&do e absorgdo de liquido (solugdo salina) com o filme, propiciando o aumento
da difusdo da mangiferina em dire¢cdo ao meio externo. Essa teoria vai ao encontro do
postulado por Turbiani e colaboradores (2011) , os quais relatam que o aumento da

absorcao de agua leva a uma relaxagao na estutura dos filmes, ocasionando maior
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facilidade de solubilizagao e difusao de solutos presentes nos mesmos.

Os dados obtidos podem ser considerados promissores, uma vez que
sugerem o controle da liberacdo do 5-ACQ e da mangiferina a partir dos filmes,
durante o tempo de 24 h. De fato, dados da literatura comprovam uma liberacao
controlada de ativos incorporados em filmes de quitosana (PATEL et al., 2018).

E importante ressaltar que o 5-ACQ apresenta atividades antioxidante e anti-
inflamatadria, além de atuar no aumento de densidade capilar, o que pode auxiliar no
processo de cicatrizagdo. Aliado a isso, a mangiferina apresenta grande relevancia no
processo de cicatrizacdo de feridas cutadneas uma vez que esta relacionada as
atividades anti-inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana. Dessa forma, a liberagao

desses constituintes a partir dos filmes poderia auxiliar no tratamento da ferida.

5.2.3 Caracterizagao biolégica dos filmes

5.2.3.1 Determinag&o da citotoxicidade in vitro

A biocompatibilidade, € um fator essencial para que um material seja
adequado na aplicagdo topica da cicatrizagdo (BRAS et al., 2020). Assim, a
citotoxicidade dos filmes desenvolvidos foi avaliada pelo ensaio de MTT, utilizando
células L929. Na Figura 38, estao dispostos os resultados da citotoxicidade dos filmes

em ceélulas L929 apds exposigao de 24 h e 48h, respectivamente.

Figura 38: Avaliagao da citotoxicidade dos filmes desenvolvidos frente a linhagem
celular L929 apds 24h e 48h de exposicao.

Citotoxicidade dos filmes em 24 h Citotoxicidade dos filmes em 48 h

__ 18504 150-

5 5

3 —a— 3

S 8

(1]

s s

3 3

3 3

5 5

<
& &
3
Amostras Amostras

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).



97

Apds o tempo de exposigao de 24h a viabilidade celular foi de 100%, 24,4%,
97,1%, 100,4%. 98,4%, 94,2% para meio DMEM, DMSO 5%, Q-SEFC, Q-EFC1, Q-
EFC2 e Q-EFC3, respectivamente. Em contrapartida, nos tratamentos de 48h a
viabilidade celular foi de 100%, 7,6%, 99,8%, 107,8%, 108,4% e 82,2% para meio
DMEM, DMSO 5%, Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3, respectivamente. Em
ambos os tempos de exposigado, ndo foram observadas diferengas significativas entre
a viabilidade das células expostas aos filmes em comparagéo ao grupo controle (meio
DMEM) (p > 0,05).

Nesse sentido, apds 24 h e 48 h de exposi¢cao foram encontrados valores de
viabilidade celular na faixa de 70-100%, revelando que os filmes desenvolvidos nao
apresentam indicios de toxicidade frente a linhagem celular empregada no ensaio.
Esses resultados corroboram o que foi observado no ensaio de citotoxicidade do
extrato de folhas de C. arabica L. é condizente com dados da literatura, os quais
evidenciam que a quitosana é um polimero de baixa toxicidade
(CHARERNSRIWILAIWAT et al., 2013; DEVI et al., 2017). Dessa forma, esses dados
indicam que os filmes desenvolvidos podem ser seguros para aplicagao topica.

Estudos realizados com filmes de quitosana incorporados com lupeol também
demonstraram elevada viabilidade em linhagem celular de fibroblastos, assim como
estudos realizados com filmes de quitosana incorporados com extrato de folhas de
Cynara cardunculus (PATEL et al., 2018; BRAS et al., 2020).

5.2.3.2 Determinacéo da atividade antimicrobiana in vitro

As feridas cutaneas fornecem um ambiente propicio para o crescimento de
micro-organismos, desencadeando a infec¢do e consequentemente comprometendo
0 processo natural de cicatrizagdo da ferida (DEVI et al., 2017). Dessa forma, os
efeitos antibacterianos dos filmes desenvolvidos foram analisados com o objetivo de
investigar a eficacia dos mesmos para aplicagéo na cicatrizacao de feridas.

Nesse sentido, a escolha dos agentes patogénicos foi baseada entre os
principais micro-organismos relacionados as feridas agudas, sendo o Staphylococcus
aureus o patogeno de maior relevancia clinica. Em feridas crénicas, a liberacao de
exsudato pode proporcionar um crescimento de diversas bactérias aerobicas,

justificando a escolha de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas frequentemente
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associada a pele, como o S. epidermidis e P. aeruginosa (SOUZA et al., 2016). O valor
do halo de inibicdo das amostras testadas contra os micro-organismos
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa esta

apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Valores dos halos de inibicao dos filmes Q-SEFC, Q-EFC1; Q-EFC2

e Q-EFC3.
Halo de inibigdo (mm)
Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas

aureus epidermidis aeruginosa

Q-SEFC 29,00 £1,732 33,00 + 1,412 0,00 + 0,00
Q-EFC1 35,00 + 2,30° 34,00 + 0,002 0,00 £ 0,00
Q-EFC2 35,00 + 3,05° 38,00 +0,000¢ 0,00 + 0,00
Q-EFC3 38,00 +0,00° 39,00 + 3,05°¢ 0,00 + 0,00
Ciprofloxacino 29,00 + 0,002 44,00 + 0,009 24,00 £ 0,00

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm? de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?® de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm?3 de extrato. Médias com letras iguais, em cada coluna, ndo diferem
estatisticamente (p > 0,05)

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

Todas as formulagcbes de filmes foram capazes de inibir de maneira
satisfatéria o crescimento das bactérias Gram-positivas. Contudo, ndo apresentaram
inibicdo eficaz contra Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa). Esses resultados

podem ser visualizados na Figura 39.
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Figura 39: Imagens dos halos de inibicdo para as linhagens de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermids

A) Halo de inibigado referente ao ciprofloxacino; B) Halos de inibicao referentes a: 1- Q-SEFC; 2-Q-
EFC1; 3- Q-EFC2e 4- Q-EFC3
Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022)

O resultado esta de acordo com a literatura, a qual evidencia que as bactérias
Gram-positivas sdo mais suscetiveis a atividade antimicrobiana da quitosana em
decorréncia da interacdo eletrostatica do acido teicdico carregado negativamente em
sua parede celular e grupos amino carregados positivamente na quitosana,
ocasionando danos estruturais, e culminando na morte celular (BANERJEE et al.,
2018; DIEZ-PASCUAL et al., 2015; KHARAZIAN et al., 2019).

Além disso, a incorporagao do extrato de folhas de C. arabica L. aos filmes de
quitosana promoveu um aumento significativo (p < 0,05) nos halos de inibicao frente
as bactérias Staphylococcus aureus (Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3) e Staphylococcus
epidermidis (Q-EFC2 e Q-EFC3) quando em comparacao aos filmes sem o extrato
(Tabela 8). Esses resultados corroboram com a propriedade antimicrobiana do extrato
e de seus constituintes isolados, especificamente a mangiferina, os quais exibiram
atividade contra esses micro-organismos (Tabela 3).

Com relacao a bactéria Gram-negativa, em estudo com filmes de quitosana
incorporados com extratos de Aloe vera nao foi observada atividade antimicrobiana

contra as bactérias P. aeruginosa (CHABALA et al., 2017). A justificativa pode ser
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dada em decorréncia da parede celular presente nas bactérias Gram-negativas
impedirem a penetragdo de substancias e consequentemente dificultar a atividade
antimicrobiana (SIMOES et al., 2009).

O antibacteriano ciprofloxacino, utilizado como controle no presente estudo, é
considerado de amplo espectro. Nesse sentido, a maioria das bactérias Gram-
negativas sao altamente suscetiveis e muitas bactérias Gram-positivas séao
suscetiveis ou moderadamente suscetiveis a esse farmaco (DAVIS et al, 1996;
RICHARDS et al., 1988). Ao compararmos os valores dos halos de inibicdo desse
antimicrobiano com os valores encontrados para os filmes incorporados com extrato
de folhas de C. arabica L., observa-se que, para S. aureus, os filmes apresentaram
resultados superiores, com diferengas significativas para as trés formulagdes (p <
0,05). Ademais, os resultados obtidos para os filmes sem adigédo de extrato foram
estatisticamente semelhantes aos obtidos para o ciprofloxacino (p > 0,05).

Esses resultados sao particularmente importantes, principalmente devido a
crescente ocorréncia de resisténcia bacteriana a antimicrobianos sintéticos, incluindo
o ciprofloxacino (ZHANG et al., 2018). Em contraste, para o S. epidermidis, o
ciprofloxacino apresentou maior valor de halo de inibigdo, com diferenga significativa
para todas as amostras testadas. Apesar disso, consideramos que os resultados de
eficacia dos filmes frente a esse micro-organismo foram satisfatorios, ja que os valores
dos halos de inibicdo mostraram-se proximos ao do farmaco sintético. Por fim, o P.
aeruginosa foi suscetivel ao tratamento com ciprofloxacino, comprovando a eficacia
desse farmaco para bactérias Gram-negativas.

Analisados em conjunto, os resultados obtidos indicam que a associagao
entre a quitosana e o extrato de folhas de C. arabica L. pode constituir uma abordagem
terapéutica promissora visando ao efeito antibacteriano no processo de tratamento de

feridas.

5.2.3.3 Determinag&o da atividade cicatrizante in vitro

No decorrer do processo de cicatrizagao da ferida, a migragao de fibroblastos
provoca a contracao da ferida, etapa essencial para desencadear o processo da cura.
Desse modo, é de grande relevancia investigar a migracdo de fibroblastos
epidérmicos para a avaliacdo de novas terapias visando a cicatrizacao de feridas
(COSTA et al., 2020).
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No processo de cicatrizagdo, a migragao celular € decorrente de eventos
coordenados que acarreta a regeneracgao do tecido lesado devido a diferenciagéo de
alguns fibroblastos para miofibroblastos (BALBINO et al., 2005). A produgao de
actinomiosina nos miofibroblastos, induz o mecanismo de contracdo das feridas,
resultando na reducgao da area de superficie da lesdo (GONZALEZ et al.,2016). Além
disso, os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese de colageno e elastina, bem como
pela organizagdo dos componentes da matriz extracelular (TRACY et al., 2016).

O scratch assay é caracterizado como um ensaio in vitro utilizado para avaliar
a migracao celular, o qual mimetiza-se uma ferida por meio de uma friccdo mecanica
em uma monocamada de células desenvolvida em placa de cultura. Em seguida,
ocorre o monitoramento migratério das células e o possivel fechamento da “ferida”
com a exposicao de substancias ou formulagcées. Assim, é considerado um método
vantajoso por evitar ensaios em animais, ser de facil planejamento experimental, nao
exigir equipamentos robustos, além de permitir a obtengéo de resultados em um curto
periodo de tempo (COSTA et al., 2020; LIANG et al., 2007).

Nas figuras 40 e 41 sao apresentadas as imagens comparativas referentes ao
processo de migracao celular da linhagem L929 no tempo 0 e apds 24h e 48h de
tratamento com os filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3, bem como para o
controle (meio DMEM).
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Figura 40: Imagens de migracao de células L929 no tempo 0 e apds 24h de
tratamento com o controle (DMEM) e os filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-
EFC3.

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm?® de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm?3 de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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Figura 41: Imagens de migracao de células L929 no tempo 0 e apds 48h de
tratamento com o controle (DMEM) e os filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-
EFC3.

0 horas qﬁl'ﬂ]ﬂﬂ

Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporag¢ao do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm?® de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm? de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).
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Apods exposicao as células, os filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3
reduziram a area da ranhura em 31,6 £ 1,2%, 87,2 £ 1,2%, 83,9 £ 2,3% € 5,8 + 1,0%,
respectivamente, apos 24h de tratamento. Para o grupo controle, essa reducgao foi de
18,7 + 0,8%. Ap6s 48 h de incubagao, houve uma reducéo de 42,6 + 2,7%, 54,0
1,8%, 93,3 £ 1,7%, 90,8 + 4,0% e 6,7 £ 1,1%, para o grupo controle e os filmes Q-
SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3, respectivamente (Figura 42).

Figura 42: Porcentagem de fechamento da area da ranhura em linhagem celular
L929 apds 24 e 48h de exposicao aos filmes Q-SEFC, Q-EFC1, Q-EFC2 e Q-EFC3
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Q-SEFC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo do extrato; Q-EFC1: Filmes de quitosana com 125
mg/cm?® de extrato; Q-EFC2: Filmes de quitosana com 250 mg/cm? de extrato; Q-EFC3: Filmes de
quitosana com 500 mg/cm? de extrato.

Fonte: ELABORADO PELA AUTORA (2022).

Como pode ser observado, os filmes de Q-SEFC propiciaram porcentagem de
fechamento da area da ranhura significativamente maior que o grupo controle, apés
24 e 48h de exposicao as células (p < 0,05). Nesse sentido, estudos da literatura
descreveram resultados semelhantes ao encontrado em nosso estudo (BRAS et al.,
2020). Esse resultado pode ser explicado pela propriedade cicatrizante da quitosana,
a qual é capaz de ativar fibroblastos, permitindo a formacéo de tecido fibroso e a
reepitelizagcao (PATRULEA et al., 2015). Além disso, a propriedade de cicatrizagédo da
quitosana é comprovada por meio da disponibilidade comercial de curativos contendo
esse polimero (ChitoGauze XR pro®, ChitoFlex® e Axiostat®) (HAMEDI et al., 2018).

Por sua vez, os resultados encontrados para os filmes Q-EFC1 e Q-EFC2

foram significativamente superiores em comparagédo a porcentagem de fechamento
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da ranhura obtidos para filmes Q-SEFC e o meio DMEM (p < 0,05). Esse resultado
pode indicar um efeito sinérgico entre a quitosana e os constituintes do extrato de
folhas de C. arabica L. e representa evidéncia crucial para que os filmes possam ser
utilizados futuramente como curativos bioativos. Nesse caso, & possivel que a
atividade do extrato seja devido a presenca de quantidades significativas de
mangiferina e 5-ACQ, os quais, como ja descrito, apresentam propriedades
cicatrizantes bastante promissoras (BAGDAS et al., 2014; ALLAW et al., 2020; LWIN
et al., 2021).

Por fim, constatou-se, de modo surpreendente, que a porcentagem de
migracgao dos fibroblastos a partir da exposi¢ao ao fime Q-EFC3 foi significativamente
inferior as demais amostras, incluindo o grupo controle (p < 0,05). Esse resultado pode
ser explicado com base no postulado na Lei de Arndt-Schulz, que afirma que “‘uma
dose de baixa concentracdo de um ativo ira estimular a atividade celular, enquanto
que altas concentragdes podem inibir o crescimento celular” (CHIN et al., 2018). Nesse
contexto, resultados de outros trabalhos corroboram nossa observacéo (CHIN et al.,
2018; SOUBHAGYA et al., 2020). Tal comportamento pode ser também atribuido ao
maior teor de compostos inorganicos no filme mais concentrado, o qual pode

prejudicar o processo de desenvolvimento celular.
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CONCLUSAO

O extrato hidroalcéolico das folhas de C. arabica L. apresentou teores
significativos de fendlicos totais, 5-ACQ e mangiferina, ainda exerceu atividade
antioxidante por meio dos ensaios do sequestro do radical DPPHe, do poder de
reducdo do complexo fosfomolibdénio e de co-oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico.
Além disso, apresentou atividade antimicrobiana relevante para bactérias Gram-
positivas como S. aureus e S. epidermidis e auséncia de citotoxicidade frente a
linhagem celular L929. Dessa forma, apresenta potencial para utilizagdo no tratamento
de feridas.

Os filmes elaborados apresentaram boa uniformidade no peso e espessura.
Ademais, houve um aumento na coloragcdo, opacidade, umidade, solubilidade e
intumescimento de acordo com o0 aumento da incorporacéo do extrato de folhas de C.
arabica L. Eles ainda demonstraram estabilidade térmica acima de 40° C, exibiram
baixos padrao de ruptura na analise mecanica e propiciaram o controle na liberagcéo
in vitro dos compostos 5-ACQ e mangiferina apds 24h. No ensaio de espectroscopia
na regido do infravermelho, foi possivel analisar bandas caracteristicas da quitosana
e do extrato de folhas de C. arabica L., bem como identificar interacbes
intermoleculares entre ambos os compostos. Além disso, os filmes elaborados nao
induziram efeitos tdxicos na linhagem celular L929 e apresentaram atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas. Nesse caso, a incorporagao do
extrato promoveu uma potencializagao na inibigao da zona de crescimento bacteriano,
possivelmente devido a presenga da mangiferina. Por fim, os filmes Q-EFC1 e Q-
EFC2 propiciaram relevante migracao celular no ensaio de cicatrizagao in vitro. Em
conjunto, esses resultados indicam que os filmes acrescidos do extrato das folhas de
C. arabica L. podem ser alternativa promissora para a utilizagdo no tratamento de
feridas.

Frisa-se que este é o primeiro relato de caracterizacao fisico-quimica e
bioldgica dos filmes desenvolvidos, de forma que mais estudos devem ser realizados

com o objetivo de confirmagao do potencial terapéutico dos mesmos.
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